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Die Darstellung von krystallisiertem antineuritischem Vitamin 
aus Hefe. 


Vorléufige Mitteilung. 
Von 


A. Windaus, R. Tschesche, H. Ruhkopf, F. Laquer und F, Schultz. 
Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel ITI. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitétslaboratorium in Géttingen und dem Physiol. 
Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G. in Elberfeld.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Dezember 1931). 


Im Jahre 1926 haben B. Gi P. Jansen und W. F. Donath?) 
iiber die Darstellung von krystallisiertem Anti-Beriberivitamin 
aus Reiskleie berichtet. Sie erhielten einen Stoff, dem sie auf 
Grund der Analysen des salzsauren Salzes und des Goldsalzes die 
Formel C,H,,ON, zuschrieben. Wie aus einer spateren Mitteilung 
von B.C.P. Jansen, H.W. Kinnersley, R.A. Peters und 
V. Reader?) hervorgeht, entfaltete er im Taubenversuch eine 
Wirksamkeit von 9y und im Rattenversuch von 5y. Seit der 
Auffindung der krystallisierten Substanz sind nun 5 Jahre ver- 
gangen, ohne da etwas Naheres iiber die chemische Natur dieses 
Vitamins bekannt geworden ware. Es gelang zwar, aus Reiskleie 
mit dem Jansen-Donathschen Verfahren wiederholt wirksame 
Krystalle zu erhalten’, *), doch war ihre Wirksamkeit im Tier- 
test wechselnd und die Reinheit der Krystalle zweifelhaft. Die 
Anwendung des bei der Reiskleie erprobten Verfahrens auf Hefe 





1) Proceedings of the Royal Academy of Sciences, Amsterdam 1926. 
Mededeelingen van den Dienst der Volksgezondheid in Ned.-Indie, 1927, Part I. 

2) Biochemic. J. 24, 1824 (1930). 

3) van Veen, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 49, 1178 (1930); Chem. Z. 
1931, I, 1126. 

4) §. Odake, Chem. Z. 1931, II, 2179. 
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als Ausgangsmaterial fiihrte zu keinen positiven Ergebnissen.', 2, 3) 
In letzter Zeit berichteten nun Jansen, Kinnersley, Peters 
und Reader‘), daB der urspriingliche Jansen-Donathsche 
Stoff nicht einheitlich gewesen wire und noch einen mit Mercuri- 
sulfat faillbaren Stoff enthalten hatte. 

Wir haben uns im Jahre 1929 entschlossen, das Problem der 
Reindarstellung des Vitamins B, aufzunehmen und haben als Aus- 
gangsmaterial nicht Reiskleie, sondern Hefe gewahlt, von der 
bekannt ist, daB sie sehr reich an Vitamin B, ist. 


Uber das Verhalten des Vitamins B, gegen Lésungsmittel 
und Reagenzien finden sich in der Literatur die folgenden Angaben, 
die wir simtlich nachgepriift haben. Vitamin B, ist ldéslich in 
Wasser und waBrigem Alkohol, unléslich in Ather, Chloroform 
und Benzol.®) Es lat sich nach Jansen und Donath®) an 
Fullererde adsorbieren und kann aus dem Adsorbat durch kalte 
verdiinnte Bariumhydroxydlésung wieder eluiert werden.®, ”) 
Dieses Verfahren erméglicht eine sehr weitgehende Anreicherung 
des Vitamins in dem Extrakt. Durch Phosphorwolframsaure 
wird das Vitamin quantitativ gefallt und kann auch auf diesem 
Wege von vielen Bestandteilen des Extraktes getrennt werden.8) 
Dagegen fiallt Vitamin B, nicht mit basischem Bleiacetat, das fiir 
viele andere Extraktstoffe ein Fallungsmittel darstellt.9, 1°) Hbenso 
wenig fallt es mit Silbernitrat in saurer Lésung aus*) und kann 
mittels dieses Reagenzes vor allem von Purinen getrennt werden. 
Auch von Mercurisulfat in saurer Lésung wird B, nicht gefallt?), 
dagegen fallt es mit Quecksilberchlorid in waBriger Lésung bei 
Anwesenheit von Natriumcarbonat vollstindig aus. Auch von 
waBriger Pikrolonséurelésung und wa8riger Goldchloridchlor- 





1) A. Seidell u. M.I. Smith, Chem. Z. 1931, I, 3371. 

2) H. W. Kinnersley u. R.A. Peters, Biochemic. J. 21, 777 (1927); 
29, 419 (1928). 

8) R. R. Williams, R. E. Watermann u. 8. Gurin, J. of biol. Chem. 
87, 559 (1930). 

4) Biochemic. J. 24, 1824 (1930). 

5) B.C. Guha, Biochemic. J. 25, 931 (1931). 

S$) a. a. O. 

7) van Veen, R. 50, 200, 610 (1931); Chem. Z. 1981, I, 3370. 

8) H. W. Kinnersley, R.A. Peters, Biochemic. J. 24, 1856 (1930). 

®) B.C. Guha u. J.C. Drummond, Biochemic. J. 28, 880 (1929). 

1) H.Chick u. M.H. Roscoe, Biochemic. J. 28, 504 (1929). 

11) B.C. P. Jansen, H. W. Kinnersley, R.A. Peters u. V. Reader, 


a. a. O. 
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wasserstoffsiure wird das Vitamin B, gefallt, waihrend in alko- 
holischer Lésung die Fallung ausbleibt oder unvollstindig ist.1, 2) 
Gegeniiber wiBriger Pikrinséurelésung scheint es sich folgender- 
maBen zu verhalten: Solange im Hefeextrakt noch reichlich Bei- 
mengungen vorhanden sind, die als unlésliche Pikrate ausfallen, 
wird das Vitamin B, an die schwer léslichen Pikrate adsorbiert. 
Weitgereinigte B,-Lésungen geben dagegen mit Pikrinsiure keine 
Fallung mehr. Besonders wichtig ist das Verhalten des Vitamins B, 
zu Benzoylchlorid und Sodalésung.) Es wird von diesem Reagens, 
wie A. Seidell fand, in der Kalte nicht veraindert und bleibt in 
der waBrigen Schicht zuriick, wahrend andere Bestandteile des 
Extraktes (wahrscheinlich vor allem primaire und _ sekundire 
Amine) in Saéureamide iibergehen und nunmehr unldslich aus- 
fallen oder der Lésung durch Chlorform entzogen werden kénnen. 


Auf Grund dieser Reaktionen haben wir Trennungsverfahren 
fir das Vitamin B, ausgearbeitet, die uns in wechselnden Aus- 
beuten, aber mit voller Sicherheit die Darstellung von reinen 
krystallisierten Vitamin B,-Salzen aus Hefe erméglicht haben. 


In der letzten Zeit sind wir folgendermafBen verfahren: -In 
den ersten Stufen der Reinigung (Adsorption an Fullererde, Ent- 
fernung von Fremdstoffen durch Mercurisulfat und Silbernitrat 
sowie mittels Benzoylierung) haben wir uns an die bewahrten 
Vorschriften gehalten, wie sie in den Arbeiten von Jansen, 
Seidell und Peters sowie ihrer Mitarbeiter beschrieben worden 
sind. Den Rohextrakt, den man so erhalt, haben wir neutralisiert 
und mit Wasser so weit verdinnt, da8 100 ccm der Lésung 50 kg 
Hefe entsprachen. 100 ccm dieser Lésung haben wir mit 50 cem 
4°/,iger waBriger Goldchloridlésung versetzt. Hs fallt ein amorpher 
Niederschlag aus, der sofort abgesaugt wird. Nach kurzem Stehen 
beginnt sich das Goldsalz des Vitamins in gelben Krystallen aus- 
zuscheiden. Es kann durch vorsichtiges Erwirmen mit Wasser 
umkrystallisiert werden. Das Goldsalz wird in Wasser gelést und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das ausgeschiedene Goldsulfid 
wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der 
Riickstand wird mit Wasser aufgenommen und mit iiberschiissiger 
waBriger Pikrolonsdurelésung gefallt. Es scheiden sich nach kurzer 
Zeit biischelférmige Nadeln aus, die aus Wasser umkrystallisiert 





1) B.C. Guha, Biochemic. J. 26, 931 (1931). 
2) B.C. Guha u. J.C. Drummond, Biochemic. J. 28, 880 (1929). 
8) J. of biol. Chem. 82, 633 (1929). 
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werden. Das Pikrolonat zeigt zwei verschiedene Formen von 
Krystallen, die sich ineinander iiberfiihren lassen. Bei hoéherer 
Temperatur kommen Prismen mit dachférmiger Endigung (Fig. 1), 
bei Zimmertemperatur meist Nadeln (Fig. 2). Durch Erhitzen 
mit wenig Wasser lassen sich die Nadeln in die Prismen iber- 
fiihren. Sie schmelzen bei 229° unter Aufschiumen. Die quali- 
tative Untersuchung ergibt das sehr bemerkenswerte 
Ergebnis, daB das Vitamin B, auBer Stickstoff auch 
Schwefel enthalt. 


Zur Analyse wurde das Pikrolonat bei 75° 3 Stunden wber 
P.O; bis zu konstantem Gewicht getrocknet. 


3,930, 3,084 mg Substanz gaben 7,020 und 5,540 mg CO, und 1,500 und 
1,240 mg H,O 

2,203 mg Substanz gaben 0,387 com N (20°, 734 mm) 
2,385 mg - » 0,402 ccm N (20°, 752 mm) 
8,946 und 7,448 mg Substanz gaben 2,620 und 2,240 mg BaSQ,. 
C,.H,,N,OS + 2C,)H,N,O, (Pikrolonsaure). 

Ber. C 49,29°/, H 4,24°/, N 19,77°/, S 4,11°/, 

Gef. ,, 48,72 »> 4,27 », 19,77 », 4,13 

», 48,99 » 4,50 », 19,43 », 4,02 


Aus den Analysen des Pikrolonats berechnet sich fiir das 
Vitamin B, die Formel C,,H,,N,O5, die wir zwar fiir wahrschein- 
lich, aber durchaus noch nicht fiir gesichert halten. Wir haben 
versucht weitere Salze der Base zu gewinnen. Das Goldsalz kann 
in sehr schénen langen Prismen erhalten werden (Fig. 8), die sich 
gut aus Wasser umkrystallisieren lassen. Die Krystalle zeigen 
sich aber als wenig besténdig; denn schon nach kurzer Zeit be- 
ginnen sich auf ihnen dunkle Stellen zu bilden, die sich als freies 
Gold erweisen. 


Wir wandten uns daraufhin dem salzsauren Salz zu, das wir 
in der Weise zu gewinnen versuchten, daf wir das Pikrolonat in 
verdiinnter Salzsiure lésten und die Pikrolonséure mit Ather 
entfernten. Die waBrige Losung wurde eingedampft und mit 
Athanol aufgenommen. Beim Versetzen der alkoholischen Lésung 
mit der 4fachen Menge Aceton triibte sich die Lésung und schied 
nach einiger Zeit das salzsaure Vitamin B, in Krystallen ab. Wir 
machten aber die Erfahrung, dafi die Ausbeuten schlecht waren 
und nur etwa 40°/, der von der Theorie zu fordernden Menge 
betrugen. Es scheint, daB der Rest der Substanz durch das Aceton 
verindert worden ist. Dieser schidigende EKinfluB von Aceton 
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ist schon von anderer Seite beobachtet worden.) Das salzsaure 
Salz schmilzt bei 245° unter Zersetzung, es tritt aber schon von 
220° an Gelbfirbung der Substanz ein. 

Das salzsaure Salz zeigt folgende Eigenschaften: Es ist selir 
leicht léslich in Wasser, Methanol und auch Athanol, nicht lés- 
lich in Ather und Aceton. Es liefert keine Paulyreaktion, aber 
eine stark positive Schwefelbleiprobe. Letztere Probe wurde durch 
Erhitzen der stark alkalischen Lésung in Gegenwart von Bleiacetat 
vorgenommen. 18,9 mg des salzsauren Salzes in 2 cem Wasser 
zeigten keine Ablenkung des polarisierten Lichtes. Das salzsaure 
Salz gibt Niederschlige in wiBriger Losung mit Phosphorwolfram- 
siure, Quecksilberchlorid, Goldchlorwasserstoffsiure, Silbernitrat 
und Baryt, Pikrolonséure, Rufiansiure und Reineckesdure, in 
alkoholischer Lésung mit Platinchlorid-chlorwasserstoffsiure. [is 
wird nicht gefallt von Pikrinséure, Styphninséure, Flaviansiure, 
Uberchlorsiure, Silbernitrat, Mercurisulfat in saurer Lisung, Blei- 
acetat und waéBriger Platinchlorwasserstoffsadure. 

Wir haben ein Absorptionsspektrum des salzsauren Salzes 
auinehmen lassen, das ein Maximum bei 250—260 wu aufweist. 
Die Kurve, die auf 
Fig. 4 wiedergegeben 
ist, zeigt den gleichen 
Typus und ein Maxi- 
mum, wie es von Dami- 
anovich und Guha?) xq | 
an Vitamin B,-extrak- $7 
ten gefunden wordenist. 

Wir haben die Pra- ; 
parate nach dem Tau- 
bentest ausgewertet, ” 10 ve on 

Fig. 4. 0,02°/,ige Lésung in Athanol. 

wobei wir uns genau an 

die von H. W. Binecesnien. , R. A. Peters und V. Reader®) an- 
gegebene Methode hielten, mit der sie auch den von Jansen und 
Donath dargestellten Stoff gepriift haben. Das Praparat wurde 
den Tauben in physiologischer Kochsalzlésung unter die Haut ge- 
spritzt. Das salzsaure Salz besaB im Taubentest eine Wirksam- 
keit von 1,4 bis 3,37. Kin Vergleich der besten bisher gewonnenen 


1) R. R. Williams, R. E. Watermann u. S. Gurin, J. of biol. Chem. 
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87, 559 (1930); Chem. Z. 1930, II, 2544. 


2) B.C. Guha, Biochemic. J. 25, 941 (1931). 
3) Biochemic. J. 22, 276 (1928). 
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Priparate aus Hefe und aus Reiskleie zeigt, daB unsere Krystalle 
die bisher gréBte Wirksamkeit aller B,-Praparate aufweisen. Wir 
glauben daher, das reine Vitamin B, aus Hefe in den Handen 


zu haben. 


Zusammenstellung der Wirksamkeit verschiedener 
Vitamin B,-Praparate im Taubentest: 

















B.C. P. Jansen, H. W. Kinnersley, R. A. Peters 
und V. Reader?) . . G—9y 
B. C. Guha?) . ‘ . 12—24,, 
H.W. Kinnersley und R. A. Peters?) 12,, 
R. R. Williams, R. E. Watermann u. 8. Gurin®) 40,, 
S. Odake®) . 20—50,, 
Tabelle 1. 
Taubenversuche. 
Auftreten| Nach Anzahlder Tage, 
Anfangs- der dieser Angew. |wahrend welcher| Tages 
Nr. | gewicht | Krampfe|] Zeit Dosis die Krampfe dosis 
nach Gewicht ausblieben 
in g Tagen in g in y in y 
12 478 23 297 6,6 4 1,7 
20 373 18 276 6,6 2 3,3 
35 400 25 266 6,6 2 3,3 
79 373 18 228 6,6 3 2,2 
110 363 21 223 6,6 3 2,2 
44 380 21 249 6,6 3 2,2 
53 405 27 249 6,6 2 3,3 
78 406 20 313 6,6 3 2,2 
108 451 25 268 6,6 4 1,7 
93 355 29 212 5,5 2 2,7 
183 407 25 245 5,5 2 2,7 
30 449 23. 270 5,5 2 2,7 
13 411 27 240 5,5 3 1,8 
15 | 442 20 302 5,5 2 2,7 
40 380 26 220 5,5 4 1,4 
32 420 25 228 5,5 2 2,7 








Im Durchschnitt geniigten 2,4 unseres Vitamins fiir eine 








Taube pro Tag. 


30 weitere Taubenversuche lieferten entsprechende Ergebnisse. 


1) Biochemic. J. 24, 1824 (1930). 
2) Biochemic. J. 26, 931 (1931). 
8) Biochemic. J. 24, 1856 (1930). 
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4) J. of biol. Chem. 87, 559 (1930); Chem. Z. 1980, II, 2544. 
) Chem. Z. 1981, II, 2179 
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Die scheinbaren Dissoziationskonstanten gewisser Amino- 
und Oxyaminosduren und die durch die Ionisation bedingten 
Anderungen der freien Energie und der Entropie.*) 


Von 


E. J. Czarnetzky und Carl L. A. Schmidt. 





(Aus der biochemischen Abteilung des medizinischen Institutes 
der Universitat California, Berkeley.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1931.) 


Die vorliegende Arbeit bildet die Fortsetzung einer syste- 
matischen Betrachtung der Aminosiuren, welche seit einiger 
Zeit im obigen Laboratorium in Angriff genommen ist*). In dieser 
Abhandlung berichten wir iiber die scheinbaren Dissoziations- 
konstanten der «-Amino-n-butterséure, der Oxy-x-amino-n-butter- 
siure und iiber die durch die Ionisation bedingten Anderungen 
der freien Energie und der Entropie dieser Sauren und auch des 
Valins und des Oxyvalins. 

Mehrere Hinweise auf die Méglichkeit eines Vorhandenseins 
von Aminobutterséuren im natiirlichen EiweiSmolekiil lagen vor. 
So bezieht Schiitzenberger?) diese Substanz mit ein in die 
Reihe seiner Leuzine. Foreman?) beansprucht fiir sich, die Amino- 
buttersdure aus Casein isoliert zu haben, und ebenso scheint 
Abderhalden*) sie aus emer Anzahl von EiweiSstoffen erhalten 
zu haben. Jedoch ist zurzeit ihr Vorkommen als normaler Bau- 
stein der EiweiBstoffe noch nicht allgemein anerkannt. Uber 
das Vorhandensein von Oxy-a-aminobuttersiure zusammen mit 
Oxyvalin im HafereiweiB wurde von Schryver und Buston®) 
berichtet. Sie wurde wahrscheinlich auch von Gortner und 
Hoffman®) aus ,,Teozein’ erhalten. Rimington’) hat ihre 
Gegenwart im Casein nachgewiesen. Die Lage der Hydroxyl- 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung von seiten der Chemical Foundation 
Inc., und des Forschungsausschusses der Universitat. Dem Cyrus M. Warren 
Fond der amerikanischen Akademie der Kiinste und Wissenschaften sind wir 
fiir die Beschaffung des K-Potentiometers zu Dank verpflichtet. 
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gruppe ist nicht durch Synthese begriindet. Sie befindet sich 
wahrscheinlich in f-Stellung. Diese Aminosiuren haben uns 
insofern interessiert, als sie eine weitere Moéglichkeit zur Be- 
stimmung des Einflusses der Hydroxylgruppe auf die Dissoziations- 
konstanten der Aminosiéuren bieten. 

Valin und Oxyvalin wurden im eigenen Laboratorium her- 
gestellt und zuvor fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten 
verwandt.®®) Die dl-x-Amino-n-buttersiure war ein Kastman- 
Kodakerzeugnis und wurde vor dem Gebrauch umkrystallisiert. 
Die Oxyaminobutterséure wurde aus dem Casein des Handels 
isoliert, und zwar im wesentlichen nach der von Schryver und 
Buston®) beschriebenen Methode. Die Methode zur Bestimmung 
der scheinbaren Dissoziationskonstanten und die Berechnung der 
thermodynamischen Daten sind dieselben, wie sie von Miyamoto 
und Schmidt?®) beschrieben wurden. 

Die Werte fiir die scheinbaren sauren und basischen Dis- 
soziationskonstanten 14) jeder der 4 Aminoséuren bei 0° und 25° 
werden in der Tab. 1 wiedergegeben. Zum Vergleich haben wir die 
Werte fiir Alanin, Glycin und «-Amino-n-valeriansiure bei 25° mit 
angegeben. Diese drei Aminosiuren im Verein mit der «-Amino-n- 
buttersiure vervollstindigen die Reihe der vier substituierten 
Fettsiuren. Aus der Tabelle geht hervor, daB die Werte der 
scheinbaren sauren und basischen Dissoziationskonstanten — 
beide fiir sich betrachtet — beim Glycin, beim Alanin, bei der 
x-Amino-n-butterséure und bei der «-Amino-n-valeriansiure im 
wesentlichen dieselben sind, wobei also die Linge der Kette keinen 
besonderen Einflu8 ausiibt.*) 

Jin Vergleich der Werte fiir die schembaren sauren und 
basischen Dissoziationskonstanten der «-Amino-n-buttersiéure und 
der Oxyaminobuttersiéure zeigt, da die Wirkung der Hydroxyl- 
gruppe sich darin éuBert, daB sie den Wert fir K’, wenig herab- 
setzt und den fir K’, erhéht. Derselbe Einflu8 wurde bereits 
friiher beim Oxyvalin festgestellt. Der EinfluB der Hydroxyl- 





*) Dies folgt auch aus einer Betrachtung der Derrick‘*)-Faktoren 
dieser Aminoséuren. Unter Verwendung der folgenden Werte fiir die negativen 
Logarithmen der Dissoziationskonstanten der Fettsiuren: Essigsiure = 4,74, 
Propionséure = 4,88, Buttersiiture = 4,82 und Valeriansiure = 4,82 berechnete 
Miyamoto die Derrick-Faktoren fiir die entsprechenden Aminosauren. Die 
Derrick-Faktoren sind: Glycin=1, Alanin = 1,08, «-Amino-n-butter- 
siure = 0,90 und «-Amino-n-valeriansiure = 1,07. Der Mittelwert betragt 1,01. 
Dieser Wert ist im wesentlichen derselbe wie er von Branch und Miyamoto?’) 
gefunden wurde. 
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Aminosaure 


Valin 


x - Amino -n - butter- 
saure . 


Oxyvalin ... | 
Oxy - a-aminobutter- 
saure . 

Alanin 
Glycin 


x-Amino-n-valerian- 





Tabelle 1. 
Scheinbare Dissoziationskonstanten. 

Tempe e vA Ps 

ratur K's pk’ Ky 
0° 14,68 x 10-' | 10,33 | 2,40 x 10-™ 
25° 12,40 x 10-'°} 9,62 12,09 x 10-" 
O° 13.72 x 10-" 10,43 | 6,31 x 10-"* 
25° [1,97 x 10-'°]| 9,71 14,05 x 10-" 
0° |3,64 x 10-'| 10,44 13,72 x 10-"° 
25° 12,52 x 10-"| 9,60 | 3,54 x 107” 
0° |3,72 x 10-' | 10,43 | 4,90 x 10-8 
25° 12,40 x 107 | 9,62 [5,05 x 10-” 
25° 12,06 x 10-%°] 9,69} 2,21 x 10-” 
25° 12,54 x 10-'°}] 9,60 12,21 x 10-"? 
25° 11,9 x 10-]| 9,7242,3 x 10-” 








saure . 











Pp K’, P I 
12,62 | 
11,68 


12,20 
11,39 


12,43 
11,45 


12,31 
11,29 


11,66 
11,66 


6,38 
6,00 


6,59 
6,15 
6,46 
6,07 
6,61 
6,15 
6,01 


= O7 
9,97 





11,64 16,04 


gruppe auf die Krhéhung des Zahlenwertes fiir die basische Kon- 
stante und die Erniedrigung des Wertes fiir die saure Konstante 
ist derselbe, gleichgiiltig, ob die Berechnungen auf der klassischen 
oder der Zwitterionentheorie basieren. 

In Tab. 2 sind die scheinbare Anderung der freien Energie, 
die JIonisationswarme und die Entropiedinderung fir Valin, 
g-Amino-n-buttersiéure und die entsprechenden Oxysiéuren wieder- 
gegeben. Die Werte sind von derselben GréBenordnung wie die- 


Tabelle 2. 
Thermodynamische Daten bei 25°.*) 








(4 FY’ x, (4 F°) x, 
Aminoséure Kalorien | Kalorien 
i 13100 15900 
Oxyvalin ..} 13300 15500 
4-Amino-but- 
tersaure. 13200 15600 
Oxy-%-amino- 
butterséure| 13100 15400 











(4 H)’x. 
Kalorien 


10600 
10700 
13100 


12100 


(4 H)’x, 


Kalorien 
13700 
12100 


14600 


15000 








(4S) x, 


Kalorien 
pro ® 


— 8,25 


os 
— 0,34 


— 3,35 


(4 Sy Kp 


Kalorien 
pro 0 


— 7,38 
— 11,41 





*) Die in diesem Zusammenhang gebrauchten Bezeichnungen haben 


dieselbe Bedeutung wie bei Miyamoto und Schmidt’). 
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jenigen, welche vorher von Miyamoto und Schmidt?®) fiir be- 
stimmte andere Aminosiuren angegeben wurden. 

Die Werte fiir (4 H)’ und (4 f°)’ sind wahrscheinlich auf 
10°/, genau. Die gré8Bte Abweichung zeigen die Werte fiir (4 S)’. 
Das ist zu erwarten, da die Unsicherheiten sowohl von (A H)’ 
als auch von (4 F°)’ in den Wert fiir (4 S)’ eimgehen. 

Die GréBe der thermodynamischen Konstanten haingt davon 
ab, ob man die klassische oder die Zwitterionendissoziations- 
konstanten der Aminosiuren verwendet. Die in Tab. 2 angegebenen 
Werte ergeben sich aus den klassischen Dissoziationskonstanten. 
Zum Vergleich haben wir vom Valin die Werte fiir (4 f°)’, (A H)’ 
und (4 S)’ aus den scheinbaren Zwitterionen-Dissoziations- 
konstanten berechnet. Die letzteren werden wir mit K’, und KX’, 
bezeichnen. 

Nun ist 


(4B) g =A PM — (4 PY 


und 
(A P%)'n = 4 Bg — (4 Ye 
Der Wert fiir F'y5,° von Wasser, der von Lewis und Ran- 
dall'*) angegeben wird, betraégt 19105. 


(A ott Sag 19105 — 13100 = 6005 
(A ia, am 19105 — 15900 = 8205. 


Analog 
(A H)’x =A Ay,.o— (A H)'x. 7 


und 


(4 H)'x, = 4 Ay. — (A H)'x ; 


*) Diese Gleichung wird wie folgt abgeleitet: 








a 7 
- 2. 
* InkK,=Ink, —mK’, 

din Kj=dinK, —dinK’y. (1) 

RdinK,; Pines, 
ah) = (4 A). dinKi= ore (+) (2) 

tt Vi 
—(44)g 

Rd K, . w (1 ain 
= —(A H) dink, = R d (+) - (3) 


(4) 
(2 
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Nun ist 4 Hy, = 29210 — 58 T = 18416 bei 298° absolut.™) 
(A H)'x = 13416 — 13700 =— 284 , 


(4 H)'x = 18416 — 10600 = 2816 . 


Die Werte fiir 4 S k6énnen berechnet werden mit Hilfe der 


 Gleichung 


— Tf (4S8)'x = (4 F%)'x — (4 H)'x 
A oder B 


A oder B Aoder B ‘ 


Die erhaltenen Werte sind: (4 8)'x,= —11,7 und 


(J 8)'x = — 10,7. 


Es ist von Interesse, festzustellen, daB Ebert) unter 
Benutzung der Zwitterionenkonstanten Werte fir (4 H)’ von 
Glycin und Asparagin berechnet hat. Fir Glycin gibt er 
(A H)'x = 800 (40°) und (4 H)'x = — 1850 (27°) an und fiir 


Asparagin (4 H)'x = 0 (28°) und (4 H)'x = — 2800 (28°). 


R 1] K’ ( ; l 
’.a@ in  _ , b 


Setzt man (2), (3) und (4) in (1) ein, so ergibt sich 
—(A H) x, —(4H), (4H), 


at eer era 


Daher ist 
(A A)x. =(4H)p — (A A)x, . 





_ Ganz entsprechend 


(A H)g, =(4W)g — (4 H)g, . 


Bei der Berechnung des Wertes von (4 H)’, wurde die An- 
A oder B 


) nahme gemacht, daB der Wert von (4 H)’, iiber den Bereich von 0—25° 


a oder b 
konstant ist. Das ist wahrscheinlich nicht ganz korrekt. Jedoch ist die Un- 
sicherheit in der Berechnung des Wertes fiir (A H)’, fiir jede Temperatur 


a oder b 
dieses Bereiches ebensogroB wie die aus der Annahme entstehende Abweichung. 
Der Wert fiir (4 H), ist vermutlich ebenfalls etwas unsicher, da der Wert 
w 


fir K,, bei 25° nicht mit hinreichender Genauigkeit feststeht. In den obigen 
Gleichungen ist auch die Annahme gemacht, daB die scheinbaren Dissoziations- 
konstanten an Stelle der wahren Dissoziationskonstanten verwandt werden 
koénnen. 
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CARER NES anptaae abe: 


i der Milch angehérenden Bakterienart (Enterococcus) bestatigt. 


Zur Freilegung des Invertins aus der Hefe. II.’) 
Von 


W. Grassmann und T. Peters. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1931.) 


; . Theoretischer Teil. 


: Die Erscheinung der autolytischen Freilegung von Zellenzymen 
'verdient besondere Beachtung, weil sie in engem Zusammenhang 
; p mut den Vorgingen der Enzymsekretion steht und weil ihre Kennt- 
p nis geeignet erscheint, auf die lange bearbeitete*) und neuerdings 
_wieder eingehender diskutierte*) Frage nach der Verankerung der 
" Enzyme an bestimmte Tragersubstanzen Licht zu werfen. Die 
- Enzymsekretion, das ist die unter physiologischen Bedingungen 
verfolgende Freilegung von Zellfermenten kann mit der vélligen 
_ Auflésung der Zelle zusammenfallen, wie dies vielleicht fiir die 
» Leukocytenenzyme gilt.4) Sicher ist aber, daB auch die intakte 
' Zelle in vielen Fallen einzelne ihrer Enzyme, z. B. die Proteinase, 
i nach auBen abzugeben vermag, wahrend sie andere mit bemerkens- 
) werter Zahigkeit festhalt.®) 


1) Vgl. dazu R. Willstatter u. W. Grassmann, Biochem. Z. 208, 308 
(1928); dieselben in R. Willstatter, ,,Untersuchungen iiber Enzyme“ 1, 850 
| (1928). 

2) Vgl. R. Willstatter, Ber. chem. Ges. 55, 3601 (1922); 59, 1 (1926); 
au. v. Euler, Enzyme und Coenzyme als Ziele und Werkzeuge chemischer 
Svenska, Stuttgart 1926, S. 13. 

3) A. Fodor u. L. Frankenthal, Biochem. Z. 228, 101 (1930) u. a. a. O. 
4) Vgl. R. Willstaétter u. E. Bamann, Diese Z. 180, 127 (1928); 
dieselben mit M. Rohdewald, Diese Z. 185, 267 (1929); 188, 107 (1930). 
: 5) Vgl. dazu die Mitteilung von A. Virtanen u. J.Tarnanen, in 
)welcher tiber Unterschiede in der Sezernierbarkeit der Proteinase und der 
: Peptidasen des Bac. fluorescens liquefaciens berichtet wird [Naturw. 19, 397 
' 1931)]. Die Ergebnisse dieser Autoren finden wir in einer demnichst er- 
: scheinenden, gemeinsam mit C.Gorini und H. Schleich durchgefiihrten 
Untersuchung iiber die Proteasen einer den sogenannten Acidoproteolyten 


ne 
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Die eingehend untersuchte, aber noch keineswegs geklarte 
Freilegung der Hefesaccharase scheint in dieser Hinsicht eine 
Mittelstellung einzunehmen. Die Hefesaccharase wird, soweit wir 
wissen, niemals sezerniert; so wenig wie andere Hefeenzyme kann 
sie der lebenden und intakten Zelle mit Wasser extrahiert werden, 
Auch die Abtétung der Zelle, etwa durch ein Zellgift, geniigt dazu 
an sich nicht. Die Freilegung der Saccharase und anderer Hefe. 
enzyme gehért vielmehr den dem Zelltode folgenden autolytischen 
Abbauprozessen an; erst der mehr und mehr fortschreitende 
Zerfall der Zellsubstanz setzt neben anderen Inhaltsstoffen der 
Zelle auch die Saccharase in Freiheit. 

Dennoch kann, wie vor allem R. Willstatter und F. Racke!) 
iiberzeugend dargetan haben, die Freilegung des Invertins als ein 
scharf umrissener enzymatischer Teil vorgang von der Gesamtheit 
des autolytischen Abbaus wohl unterschieden und weitgehend ab- 
getrennt werden. Die zu einem hohen Grade von Vollkommenheit 
entwickelten Verfahren zur Gewinnung méglichst hochwertiger, 
d.h. an Begleitstoffen armer Invertinautolysate beruhen in erster 
Linie auf dieser Tatsache. 

Es gelingt durch bestimmte Hinwirkungen, z. B. durch Be- 
handlung mit Essigester bei wenig erhdéhter Temperatur, das 
Enzymsystem der Hefe so zu schidigen, daB das Invertin zwar 
quantitativ erhalten bleibt, aber durch Autolyse nicht mehr in 
Lésung gebracht werden kann.*) Aus der so vorbehandelten Hefe 
la8t sich nun durch gewisse amylasehaltige Enzymmaterialien, 
z. B. durch Malzextrakte oder durch Aspergillusausziige (,,Tan- 
nase‘‘*), die gesamte Saccharase herausholen, nicht aber durch die 
proteasereichen Priaparate des ,,Pepsins‘ und des_,,Trypsins’, 
obwohl diese einen sehr bedeutenden Anteil der Zellproteine zur 
Lésung bringen. Die Freilegung der Saccharase schien demnach 
auf diastatischer Einwirkung zu beruhen und unabhingig vom 
Abbau der Zellproteine zu verlaufen. Es war zu schlieBen, ,,dab 
es die unldslichen Kohlenhydrate der Hefe sind, die das Invertin 
vor der Auflésung schiitzen und mit deren Abbau die Auflésung 
des Invertins Hand in Hand geht*‘.*) 


1) Liebigs Ann. 425, 1 (1921); 427, 111 (1922). 

2) R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. 427, 111 (1922) und 
zwar S. 112ff.; K. Freudenberg, Ber. chem. Ges. 52, 177 (1919). 

8) A. Fernbach, C.r. Acad. Sci. 181, 1214 (1900); H. Pottevin, 
ebenda 131, 1215 (1900). 

4) R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. 427, 111 (1922), und zwar 


8. 113. 
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Nun kann aber, wie R. Willstatter und W. Grassmann 
‘a.a.O.) auf Grund eines Hinweises von L.Wallerstein feststellten, 
| die Freilegung des Invertins nicht nur durch Malzextrakte, sondern 
auch dureh eine Proteinase, nimlich durch Papain, das nicht 
'etwa amylasehaltig ist, bewirkt werden. Diese Tatsache verdient 
hesondere Beachtung deswegen, weil das Papain nach unseren 
'derzeitigen Kenntnissen nahe verwandt, wenn nicht identisch ist 
einerseits mit der Proteinase der Hefe1), andererseits mit derjenigen 
des Malzes?) und anderer hoherer Pflanzen); vom tierischen Pepsin 
und Trypsin ist es aber sowohl hinsichtlich seiner Wirkungs- 
/bedingungen wie auch in bezug auf Angriffsmechanismus und 
| Spezifitaét grundsatzlich verschieden. Die auf Grund dieser Er- 
kenntnis ausgesprochene spétere Meinung von Willstatter und 
'Grassmann‘), ,,daB bei der Freilegung des Hefeinvertins der 
Hefeproteinase . . . eine wesentliche Rolle zufallt‘‘, kann nunmehr 
als gesichert gelten. In der durch Essigester geschadigten Hefe 
| ]48t sich nimlich, wie wir finden, in der Tat keine Proteinase mehr 
-nachweisen; aber durch Zufiigung von Hefeproteinase, sei es in 
Form einheitlicher oder peptidasehaltiger, gereinigter Praparate 
oder auch in Form roher Hefeautolysate, laBt sich, ebensogut wie 
_durch Papain oder Malzextrakt, die Freilegung des Invertins 
'wieder in Gang bringen. 
Da die zur Freilegung der Saccharase verwendeten Malz- 
_ausziige bisher stets proteinasehaltig gewesen sind, war weiterhin 


‘die schon von Willstatter und Grassmann aufgeworfene Frage 
_m klaren, ob ihre Wirkung auf den Gehalt an Amylase oder nur 
auf die Anwesenheit der papainartigen Pflanzenproteinase zuriick- 


_zufiihren sei. Wir haben die friiheren Versuche daher unter Ver- 


/wendung proteinasefreier Malzamylase wiederholt, die sowohl 
‘durch Adsorption wie auch auf verschiedenen anderen Wegen 
'gewonnen werden kann. Das Ergebnis ist, daB die proteinasefreien 
| Praparate ebensogut wie die proteinasehaltigen zur Freilegung der 
| Saccharase befihigt sind. Da die Amylase gegeniiber der Proteinase 


‘nach Menge und Wirksamkeit in allen Malzausziigen bei weitem 


' vorherrscht, mu8 sie sogar wohl als das bei der Saccharasefreilegung 
'durch Malzausziige in erster Linie wirksame Enzym gelten. Der 





1) W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928). 
2) H. Liiers u. L. Malsch, Wochenschr. f. Brauerei 1929, Nr. 46, 


|S. 265 und 275. 


3) Vgl. z. B. O. Ambros u. A. Harteneck, Diese Z. 184, 93 (1929). 
4) Biochem. Z. 208, 308 (1928), und zwar S. 310. 
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Zellulasegehalt der Malzausziige, den wir wegen seiner mdglichey 
Bedeutung fiir den Abbau von Zellwandbestandteilen?) gleichfalls 
beachtet haben und in weiten Grenzen schwankend fanden, iibt 
keinen erkennbaren Einflu8 auf die Freilegungsgeschwindigkeit aus, 

Dieselbe Wirkung wie mit Malzamylase kann auch mit den 
amylasereichen Ausziigen des Aspergillus oryzae, die wir allerdings 
nicht frei von Protease zur Anwendung bringen konnten, erreicht 
werden. Dies entspricht den von R. Willstatter und F. Racke?) 
mit den Enzymen des Aspergillus niger gewonnenen Erfahrungen. 
Bemerkenswerterweise sind aber Amylasen tierischen Ursprungs, 
niimlich Speichel- und Pankreasdiastase, vollkommen wirkungslos. 
Das unterschiedliche Verhalten der Malz- und der Speichelamylase, 
die im Sinne der durch Versuche von R. Kuhn’) begriindeten 
Kinteilung beide der f-Reihe der Amylasen zugeh6ren, verdient 
Beachtung. Im Rahmen der neuerdings von mehreren Seiten') 
wieder aufgenommenen Untersuchungen diastatischer Fermente 
des Tier- und Pflanzenreiches, die zur Unterscheidung einer gr6éBeren 
Anzahl verschiedenartiger Amylasetypen zu fiihren scheinen, wird 
man auch dem unterschiedlichen Verhalten der Amylasen bei 
der Saccharasefreilegung Aufmerksamkeit widmen miissen. 

Es erscheint durch unsere Versuche gesichert, da sowohl 
Proteinasen, aber nur solche der Papaingruppe, wie auch 
Amylasen, aber anscheinend nur diejenigen pflanzlicher Her- 
kunft, und zwar jede fiir sich allein, zur Freilegung der in der Zelle 
verankerten Saccharase befahigt sind. Welcher Art im ibrigen 
der zur Auflésung des Invertins fiihrende enzymatische Vorgang 
ist, ob er in einem am kolloiden Trager stattfindenden Abbau, in 
der Umwandlung einer ,,Desmosaccharase“ in ,,Lyosaccharase‘*), 
oder ob er in der Auflésung einer das Invertin schiitzenden Membran 


1) Auch das Chitin, das nach den Ergebnissen von K. H. Meyer u. 
H. Mark [Ber. chem. Ges. 61, 1936 (1928)], sowie von M. Bergmann und 
Mitarbeitern [Ber. chem. Ges. 64, 2436 (1931)] in seinem chemischen Aufbau 
der Zellulose nahezustehen scheint, kénnte nach den vorliegenden enzym- 
chemischen Beobachtungen [P. Karrer und Mitarbeiter, Helvet. chim. Acta 12, 
616, 986 (1929); 18, 1105 (1930); W. Grassmann u. H. Rubenbauer, 
Miinch. med. Wschr. 78, 1817 (1931)] méglicherweise als Substrat einer Zellu- 
lase in Frage kommen. 

*) Liebigs Ann. 427, 111 (1922). 

3) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 

4) Vgl. R. Willstétter u. M. Rohdewald, Naturw. 19, 745 (1931); 
E. Ohlsson, Diese Z. 189, 17 (1930); M.Samec u. E. Waldschmidt- 
Leitz, Diese Z. 203, 16 (1931). 

5) Vel. R. Willstaétter u. M. Rohdewald, a.a. O. 
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besteht, wie dies nach den Versuchen von Willstatter und Racke 
wahrscheinlich erschien, vermégen wir einstweilen nicht zu 
entscheiden. 


Experimenteller Teil. 
1. Zur Trennung der Amylase und der Proteinase des Malzes. 


Bestimmungsmethoden und Hinheiten. — Der Amylase- 
cehalt der Malzausziige wurde in Anlehnung an die fiir die Pankreas- 
amylase bestimmte Vorschrift von R. Willstatter, E. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Hesse?), jedoch ohne Zusatz von Natrium- 
chlorid und bei pu = 5,0 (Phosphatpuffer)?), ermittelt und in 
Amylase-Einheiten (Am.-E.) berechnet. 

Die Bestimmung der Proteinase erfolgte nach der fiir Hefe- 
proteinase tiblichen Methode von R. Willstatter und W. Grass- 
mann’), jedoch in Gegenwart von Blauséiure (65mg HCN in 
10cem der Versuchslésung). Die Einheit der Hefeproteinase, die 
im folgenden als vorliufige Proteinaseeinheit (Pr.-e.) verwendet 
wird, entspricht in ihrer proteolytischen Leistung ungefahr 
0,4 mg des den Versuchen von Willstétter und Grassmann‘) 
zugrunde liegenden Merckschen Papainpriparates. 

Enzympraparate. — Als Ausgangsmaterial dienten teils 


ein technischer Malzextrakt ,,Diamalt‘‘ der Diamalt-A.-G. in 


Miinchen-Allach, teils Ausziige aus frischem Griinmalz, die wir 
selbst bereiteten. 

In Ausziigen aus ungekeimter Gerste ist nur wenig Amylase 
und keine sicher bestimmbare Menge an Proteinase nachzuweisen. 
Der Gehalt an beiden Enzymen steigt im Laufe der Keimung rasch 
an und erreicht zwischen dem 5. und 8. Keimtage ein Maximum, 
das im Falle der Amylase dem 5- bis 6 fachen, im Falle der Proteinase 
etwa dem 11 fachen der am 1. Keimungstage bestimmbaren Enzym- 
menge entspricht (vgl. dazu die Versuche von H.Liiers und 
H. Loib1.5) 

Zur Erzielung der giinstigsten Enzymausbeuten geniigt es, 
das gemahlene Malz 3 Stunden mit Wasser auszuziehen. Von 
pa = 5 bis pp = 7 ist das Ergebnis von der bei der Extraktion 
eingehaltenen H’ unabhingig. Eine mehrtigige Dialyse dieser 





1) Diese Z. 126, 143 (1923). 

2) Vgl. H. v. Euler u. Svanberg, Diese Z. 112, 193 (1920/21). 
3) Diese Z. 158, 250 (1926). 

4) Diese Z. 188, 184 (1924). 

5) Z. f. d. ges. Brauwesen 46, 30 (1923). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 
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Lésungen fiihrte bei der Amylase zum etwa 5fachen, bei der 
Proteinase wegen des eintretenden Dialysenverlustes nur zum 
etwa 3fachen Reinheitsgrad. Die so gewonnenen Enzymlésungen 
waren den aus technischem Diamalt hergestellten hinsichtlich der 
enzymatischen Konzentration, insbesondere in bezug auf den 
Proteinasegehalt iiberlegen. 


Tabelle 1. 


Amylase- und Proteinasegehalt keimender Gerste. 
(100 g Griinmalz werden mit 300 com Wasser 3 Stunden ausgezogen; in der 
zentrifugierten Lésung sind in 10 ccm enthalten:) 

















Keimtag Trockengewicht Pr.-e Am.-E. 
in g 
0 0,045 0,00 0,24 
] 0,094 0,11 0,38 
2 0,098 — 0,55 
3 0,156 0,22 1,0 
4 0,236 0,92 1,2 
5 0,289 1,16 1,9 
8 0,296 1,16 2,0 











Eine weitere Reinigung des Griinmalzauszuges wurde durch Aussalzen 
mit Ammonsulfat, Wiederauflésen in Wasser, nochmalige kurze Dialyse und 
fraktionierte Fallung mit Alkohol') erreicht. Der Amylasewert des so ge- 
wonnenen, mit Alkohol und Ather getrockneten Praparates betrug 0,93 (gegen 
0,076 im rohen und 0,31 im dialysierten Auszug), der Proteinasewert (Einheiten 


in 10 mg) 0,18. 
Da die Proteinase des dialysierten ,,Diamalt‘‘-Auszuges sich unter den 


Bedingungen der Ammonsulfatfaillung als sehr empfindlich erwies, haben wir 
uns in diesem Falle auf die Darstellung eines Trockenpréparates durch Fallung 
mit Aceton (im Verhaltnis 1:1) beschrinkt. Der Amylasewert eines so ge- 
wonnenen Praparates war 0,68 (gegen 0,11 im dialysierten Auszug), der Pro- 
teinasewert 0,14 (gegen 0,02 im dialysierten Auszuge). 

Bestandigkeit. — Beim Aufbewahren der Enzymlésungen 
findet man die Amylase erheblich bestindiger als die Proteinase. 
Derselbe Unterschied tritt im Verhalten der beiden Enzyme gegen- 
iiber saurer und alkalischer Reaktion zutage. 1/,stiindiges Stehen 
bei po =4 setzt die Proteinasewirksamkeit eines dialysierten 
Diamaltextraktes auf die Hilfte, Aufbewahrung bei pa = 8 sogar 
auf 1/, herab, wihrend der Verlust an Amylase ein geringfiigiger 
ist (vgl. Tab. 2). Im dialysierten Griinmalzauszug finden wir die 





1) Vgl. H.C. Sherman u. M.D. Schlesinger, Amer. chem. Soc. 37, 
643 (1915). 
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Bestindigkeit beider Enzyme ein wenig gréBer und die Unter- 
schiede etwas weniger ausgesprochen, im iibrigen ist aber das 
Verhalten ein analoges. Es wird also keine besonderen Schwierig- 
keiten bereiten, praktisch proteinasefreie Amylaselésungen aus 
Malz auf Grund der ungleichen Bestindigkeit der beiden Enzyme 
zu erhalten. 























Tabelle 2. 

Bestandigkeit eines Diamaltauszuges bei verschiedener [H’]. 
Enzymgehalt der Enzymgehalt nach 30 Minuten 
Ausgangslésung | = 4 

PH in 1 cem Einheiten in ccm | °/, der urspriinglichen Menge 
Am.-E. Pr.-e. Am.-E. | Pr.-e. | Amylase Proteinase 

40] 0,55 0,12 0,51 0,05 oe 47 

7,0] 0,55 0,12 0,56 012 | 100 100 

8,0] 0,55 0,12 0,52 0,02 | 94 | 21 

90] 0,55 0,12 0,44 | 0,011 | 80 | 14 








Auch das unterschiedliche Verhalten der beiden Enzyme bei 
der Aussalzung mit Ammonsulfat diirfte auf Rechnung ihrer ver- 
schiedenen Bestindigkeit zu setzen sein. Wahrend die Amylase 
quantitativ im Niederschlag wiedergefunden wird, ist der Verlust 
an Proteinase in allen Fallen erheblich. In mehreren Beispielen 
ist es uns gelungen, vollig proteinasefreie Amylase bei der Ammon- 
sulfatfallung eines dialysierten Diamaltauszuges zu erhalten. 

25 ccm eines Dialysates aus Malzextrakt mit 14 Am.-E. und 2,95 Pr.-e. 
wurden bei 0° mit 75 ccm ges&ttigter Ammoniumsulfatlésung versetzt. Der 
gebildete Niederschlag wurde abzentrifugiert und in 25 cem Wasser wieder 
aufgelést. Die Lésung enthielt 16 Am.-E. und 0,00 Pr.-e. 

Adsorptionsverhalten.!) — Die mit Dialysaten aus 
technischem ,,Diamalt‘* durchgefiihrten Versuche zeigen, daB von 
Tonerde Cy die Proteinase im sauren Gebiete im allgemeinen besser 
als im neutralen Gebiete (Versuch 1—9) adsorbiert wird, wahrend 
die Adsorption der Amylase vom px wenig abhiangt (Versuch 2, 3, 
8 und 9) oder sogar eher ein umgekehrtes Verhalten zeigt (Ver- 
such 10—15). Im sauren Gebiete und bei Verwendung hinlanglich 
groBer Tonerdemengen ist der Unterschied groB genug, um die 
Gewinnung praktisch proteinasefreier Amylase in der Restlésung 
mit brauchbarer Ausbeute zu erméglichen. 





1) Vgl. dazu auch K. Linderstré6m-Lang u. M. Sato, C. r. Lab. Carls- 
berg 17, Nr. 17 (1929); H. Liiers u. E. Sellner, Wochenschr. f. Brauerei 42, 
97, 103, 110 (1925); H. Liiers, Wochenschr. f. Brauerei 46, 265, 275 (1929). 
10* 








142 W. Grassmann und T. Peters, 


Die mit Kaolin durchgefiihrten Trennungsversuche zeigten 
keinen Vorteil. Die Unterschiede der beiden Enzyme im 
Adsorptionsverhalten sind eher geringer als im Falle der Tonerde. 


Tabelle 38. 


Adsorption der Amylase und der Proteinase des Malzes an Tonerde C und 




















an Kaolin. 
” Adsorbiert Enzymgehalt Adsorbierte 
Nr Angew. Menge at nn =i ie Prozente 
=< | | Te, 1—.. | i 
Am.-E. | Pr.-e.] Al,O; | PH |cem| Am.-E. | Pr.-e.| Am.-E. | Pr.-e. 

1 5,5 1,18 31 4,5} 11 4,8 1,01 13 14 

2 5,5 1,18 62 4,5) 11 dit 0,27 20 77 

3 5,5 1,18 93 4,5; 12 4,3 0,28 23 76 

4 5,5 1,18 186 4,5) 13 3,6 0,14 35 88 

5 5,5 1,18 31 6,0; 11 5,1 1,18 7 0 

6 5,5 1,18 62 6,0| 11 4,6 0,83 16 30 

7 5,5 1,18 93 6,0; 12 -- 0,72 _ 39 

8 5,5 1,18 62 7,0; 11 4,2 0,83 24 30 

9 5,5 1,18 93 7,0) 12 2 0,76 24 44 
10 46 0,92 31 4,5) 11 4,4 0,48 4 48 
11 4,6 0,92 93 4,5| 12 2,9 0,08 37 91 
12 4,6 0,92 186 4,5) 13 2,1 0,06 54 94 
13 4.6 0,92 31 7,0; 11 3,9 0,31 15 66 
14] 46 | 0,92 93 |7,0/ 12] 2, 0,21 46 77 
15 4,6 0,92 186 7,0; 13 1,3 0,04 72 96 

mg 
Kaolin 
16 5,5 1,18 259 4,5) 11 5, 1,06 7 10 
5 1 





























1 
17] 5,5 118} 15€0 |4,5| 13 7 | 001 51 95 


Das Verhalten der Amylase und der Proteinase gegen gealtertes 
Eisenhydroxyd wurde mit Griinmalzauszigen  gepriit. 
Die Verhialtnisse liegen hier fiir eine Trennung giinstiger als 
im Falle der Tonerde, die Amylase wird in allen Fallen wesent- 
lich schlechter adsorbiert als die Proteinase. Besonders groB ist 
der Unterschied im Verhalten der beiden Enzyme in dialysierten 
Lésungen. In diesen Lésungen werden allerdings — vermutlich 
infolge der Beseitigung adsorptionshindernder Begleitstoffe — 
beide Enzyme leichter adsorbiert, aber der Unterschied betrifft 
doch in erster Linie die Proteinase (Versuche 1—10). Beim Altern 
der Lésungen steigt die Adsorbierbarkeit der Amylase stark an, 
wiahrend bei der Proteinase keine deutlichen Unterschiede beob- 
achtet werden (Versuch 11—14, 16 und 17 der Tab. 4). Beide 
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Fermente scheinen im schwach sauren Gebiete etwas leichter 


_ Versuchen mit Lésungen der obenbeschriebenen Trockenpriparate. 
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Tabelle 4. 
Adsorption der Amylase und der Proteinase des Malzes an i 









































































































Alter d. | Angewandte Adsorbiert Runingehale . Mitebliate 
Auszuges | Menge aah o VoL d. Restlésung Prozente 
_ (Tage) Am.-E.|Pr.-e.| Fe,0,; | P# joom| A Am.-E. | ‘Pr.-e. jAm. -E. | Pr.-e -€. 
a) Versuche mit nicht dialysiertem Griinmalzauszug. 
4 2,1 1,23 41 5,6| 12] 2,2 1,21 0 2 
4 2,1 1,23 82 5,6} 12] 2,2 1,08 0 12 
8 14 | 0,29 123 8,0; 16] 1,3 | 0,19 7 34 
8 1,4 | 0,29 246 8,0; 16} 1,1 0,16 21 45 
2 1,9 1,53 246 8,0; 16} 1,8 | 0,56 5 64 
2 1,9 1,53 246 5,8} 16} 1,6 | 0,27 16 82 
b) Versuche mit dialysiertem Malzauszug.’) 
5 1,1 0,38 41 (|80| 11] 1,0 | 0,11 8 71 
2 15 | 0,55 41 (80| 16] 1,4 | 0,03 7 93 
2 15 | 0,55 123 8,0; 16} 1,2 | 0,01 20 98 
2 15 | 0,55 246 8,0; 16} 1,0 | 0,00 33 100 
2 2,6 1,47 82 8,0; 13 | 2,5 | 0,12 5 92 
4 2,6 1,47 82 7,8; 13] 1,9 | 0,08 25 | 95 
5 26 | 0,88 os. (7p) el 17 | ose] 3s 73 
2 2,6 1,47 123 8,0; 13 | 2,3 | 0,04 10 97 
9 2,6 | 0,88 |2mal mit/7,8; 16] 1,0 | 0,00 62 100 
je 123 | 
9 3,1 0,60 | 1mal 164,/8,0; 16] 0,5 | 0,00 84 100 
lmal 123 | 
l 4,3 | 1,33 |1mal 148,/7,8) 16] 21 | 0,12 | 51 92 
Imal 123 | 
4 sige mit a a aus Griinmalz. 
— - 6,5) 8 | 0,34 | 0,05 81 | 89 
ia 04 133 65| 8| 023 |004 | 87 | OL 


adsorbiert zu werden wie im alkalischen?), doch ergeben sich bei 
Variation der [H’] keine wesentlichen Vorteile fiir die Trennung. 
Zur Gewinnung proteinasefreier Amylaserestlésungen ist es dem- 
nach wesentlich mit ganz frischen Dialysaten zu arbeiten, wihrend 
der Aciditét keine entscheidende Bedeutung zukommt. 

Wir stark der Einflu8 der Begleitstoffe auf das Adsorptions- 
verhalten der beiden Enzyme ist, ergibt sich am deutlichsten aus 





1) Dauer der Dialyse 48 Stunden in Versuch 7—10, 16 und 17; 72 Stunden 
in Versuch 11—15. 
2) Vgl. dazu K. Linderstrém-Lang, a. a, O. 
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Wie die beiden in Tab. 4 mitgeteilten Versuchsbeispiele zeigen, 
werden hier beide Enzyme nahezu im gleichen Grade vom Ad. 
sorbens aufgenommen. 

Versuche zur Elution der adsorbierten Proteinase haben bisher 
kein befriedigendes Ergebnis gebracht. Die schwerer adsorbierbare 
Amylase geht wiederum sehr viel leichter, meist quantitativ in dic 
Elutionslésung. Die Proteinase dagegen haftet sehr fest am 
Adsorptionsmittel, so daB die Ausbeuten bei der Elution un- 
geniigende sind.?) 

Tabelle 5. 
Elution der Tonerde- und Eisenhydroxydadsorbate. 
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: Prozente deg 
Angewandte Menge Elutions- In der Elution} 4 duoubiertes 
. PH : 
“Adsor | _— | me 
dawrr, a Am.-E. | Pr.-e. ee Pr.-e. Am.-E. Pr.-e, 
93 mg | 1,2 | 0,90 | 10ccm m/3- {7,0} 1,1 | 0,02 92 2 
Al,O; | Phosphat 
186 mg | 1,9 1,04 | 10 ccm 5° ig. | — 1,8 | 0,02 95 2 
Al,O, | Diammon- 
| phosphat 
1560 mg, 3,8 1,17 desgl. — 2,6 0,00 68 () 
Kaolin | 
246 mg 0,1 0,97 10 ccm — 0,2 | 0,02 100 2 
Fe,0, 1,5°/,iges 
| Diammon- 
phosphat 
246 mg 0,3 1,26 desgl. —} 05 | 0,16 100 13 
Fe,0, 
41mg | 0,1 | 0,27 | 5ccm m/5- [7,0] 0,1 | 0,09 100 33 
Fe,0, | Phosphat 
123mg | 0,3 1,43 5ccm m/2- |7,0} 0,4 | 0,08 100 6 
Fe,0O, | | Phosphat 























2. Freilegung des Invertins durch proteolytische und amylolytische Enzyme. 


Um die Einwirkung von Fremdenzymen auf die enzymatische 
Freilegung der Hefesaccharase zu priifen ist es notwendig, das 
Enzymsystem der Hefe so zu schidigen, daB das rohrzucker- 
spaltende Enzym zwar erhalten bleibt, aber nicht mehr durch 


1) Vgl. dazu auch die Beobachtungen von K. Linderstrém-Lang u. 


M. Sato, a. a. O. 
*) Die Zahlen beziehen sich auf die Nummer des zugehérigen Adsorptions- 


versuches in Tab. 3 bzw. 4. 
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zelleigene Enzyme, d.h. unter den Bedingungen der Autolyse in 
Losung gebracht werden kann. Dies wird nach R. Willstatter 
und F. Racke (a.a.O.) am einfachsten und sichersten durch 
Behandlung mit Essigester bei 40° erreicht. Fiir einen Teil unserer 
Versuche war die so vorbehandelte Hefe noch durch tryptische 
Einwirkung von proteinartigen Inhaltsstoffen befreit worden; die 
Mehrzahl der Versuche ist indessen mit einem Hefepriparat aus- 
gefiihrt worden, das nach der Kinwirkung des Essigesters durch 
Behandlung mit Aceton und Ather in trockne und haltbare Form 
iibergefiihrt worden war. 

2kg Hefe wurden mit Essigester verfliissigt und 1 Stunde im Thermo- 
staten bei 40° belassen. Der ausgetretene Hefesaft wurde abzentrifugiert und 
der Heferitickstand 2mal mit eisgekiihltem Aceton und dann 2mal mit Ather 
gewaschen und an der Luft getrocknet. Ausbeute 315 g. Der Saccharase- 
gehalt entsprach 54,5 8.-E. (das sind 70°/, der in der frischen Hefe bestimmten 
Menge) und blieb wahrend einer Beobachtungszeit von 3 Monaten unverandert. 

0,1 g der mit Essigester behandelten frischen oder getrockneten Hefe 
zeigten gegeniiber Gelatine auch in Gegenwart von Blauséure innerhalb von 
24 Stunden unter den Bedingungen der Proteinasebestimmung keine erkenn- 
bare Einwirkung. Auch gelang es nicht, proteolytisch wirksame Ausziige aus 
der vorbehandelten Hefe zu gewinnen. 


Das Hefetrockenpraparat, fiir sich allein in Gegenwart von 
Toluol in Wasser suspendiert, gab innerhalb 24 Stunden eine ganz 
geringfiigige Menge von Invertin an die Lésung ab. Bei den frischen 
Hefesuspensionen wurde dagegen, entsprechend den Feststellungen 
von Willstaétter und Racke, ohne Zusatz von Fremdenzym im 
allgemeinen iiberhaupt keinerlei Freilegung innerhalb 40 Stunden 
unter den gleichen Bedingungen beobachtet, auch nicht in Gegen- 
wart von Blausaure, die wir zufiigten, um etwa vorhandene Reste 
inaktiver Hefeprotease wirksam zu machen. Unter dem HinfluB 
von blauséiureaktiviertem Papain (150 mg auf den Versuchsansatz 
entsprechend 9,84g trockner Hefe) gab dagegen dieselbe Hefe 
innerhalb 40 Stunden 83°/, ihres Invertins an die Lésung ab. 


AuBer durch Papain gelingt die Freilegung aber auch durch 
zugefiigte Hefeproteinase, die sowohl in enzymatisch einheitlichem 
Zustand wie auch im Gemisch mit Polypeptidase und Dipeptidase 
angewandt wurde. Die Freilegungsgeschwindigkeit entspricht, 
wie es scheint, annahernd der Proteinasewirksamkeit der an- 
gewandten Praparate und wird durch HCN-Zusatz nicht deutlich 
beeinfluBt (Tab. 6, Versuch 15—17). Es ist also kein Zweifel, 
daB die Proteinase der Hefe das fiir die autolytische Freilegung 
der Hefesaccharase verantwortliche Enzym ist. 
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Die Versuche 1—6 der Tab. 6 zeigen die Freilegung der Hefe. 
saccharase durch verschiedenartige Amylasepraiparate aus Malz. 
Die Mehrzahl der Versuche ist so angelegt, da8B jeweils die gleiche 
oder doch ann&hernd gleiche Amylasemenge zur Anwendung kam. 
Die Freilegungsgeschwindigkeit ist unter diesen Umstinden bei 
den aus Griinmalz gewonnenen Priparaten annahernd dieselbe, 
unabhingig von dem Gehalt an Proteinase und Cellulase, der in 
weiten Grenzen schwankte. Beispiele fiir die Freilegung durch 
proteinasefreie Praiparate sind in den Versuchen 7, 13 und 14 
gegeben. Sie zeigen durchwegs eine hohe, und zwar ungefahr die 
auf Grund der Amylasewirksamkeit zu erwartende Freilegungs- 
geschwindigkeit. Dies gilt auch dann, wenn der Cellulasegehalt 
nur ein geringer ist (Versuch 7). Fiir die freilegende Wirkung der 
Malzausziige sind also sowohl Proteinase wie Cellulase entbehrlich. 


DaB dennoch auBer dem Amylasegehalt noch gewisse in den 
Enzymlésungen enthaltene Begleitstoffe fiir die Freilegungs- 
geschwindigkeit von Bedeutung sein mdégen, ergibt sich aus den 
Versuchen mit technischen ,,Diamalt*‘-Praiparaten (Versuch 9—13). 
Sie zeigen im Vergleich zu den von uns selbst hergestellten durch- 
wegs ein geringeres Freilegungsvermoégen, als es nach ihrem Amy- 
lasegehalt zu erwarten ware. 


Versuche, die mit Amylase verschiedener Herkunft aus- 
gefiihrt wurden (Tab. 7), zeigen, daB man mit tierischer Amylase 
keine Freilegung erzielen kann, doch gelingt die Freilegung ver- 
haltnismaéBig gut mit einem weiteren amylasehaltigen Material 
pflanzlichen Ursprungs, némlich mit Extrakt aus Aspergillus oryzae. 
Das negative Ergebnis mit Emulsin bedeutet keine sichere Ab- 
weichung vom Verhalten anderer Pflanzenamylasen, denn die von 
R. Kuhn!) erstmals beobachtete amylatische Wirksamkeit der 
Emulsinpriparate war bei dem uns zur Verfiigung stehenden 
Enzymmaterial so gering, daB auch bei Anwendung groBer Mengen 
des Priparates die vorhandene Amylasemenge von der in den 
iibrigen Versuchen iiblichen der GréBenordnung nach verschieden ist. 


Zusammen mit dem Invertin gehen stets erhebliche Mengen 
stickstoffhaltiger Substanz aus der Hefe in Lésung. Allerdings 
ist bei der amylatischen Freilegung die zur Lésung gelangende 
Stickstoffmenge nur etwa halb so grof wie in den mit Papain 
durchgefiihrten Versuchen (Tab. 8). 





1) Liebigs Ann, 448, 1 (1925). 
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Tabelle 6. 
Freilegung des Invertins durch Malz- und Hefeenzyme. 


(Zu den Versuchen wurden je 3g mit Essigester vorbehandelter und getrockneter 
Hefe mit 0,52 S.-E. verwendet. Versuchszeit 24 Stunden, Volumen = 50 ccm, 
pu = 5,0, t = 30°.) 

















x | Freilegung n. 
: Enzymmaterial enthalt Am.-E. | C.-e.!) | Pr.-e. 24 Stunden 
7 8.-E.| %/, 
= 2 = = —— == —— oe 
() | Leerversuch ohne Zusatz. . .. | — — — | 0,05 9,5 
1 | Frischer Extrakt aus Griinmalz, 
Sa ee ee ee 10,0 6,0 5,8 0,2 50 
2 | Dialysiert.Griinmalzauszug, 23 ccm 
mit 60mg KCN. ...... 10,0 3,3 5,3 0,30 | 58 
3 | Dialysierter Auszug wie 2; 2lccm | 9,0 3,0 4,8 | 0,30 | 58 
4 | Trockenpraparat aus Griinmalz, 
oo Sa I EEE Ee SESE: 10.0 | 0,71 | 23 | 0,29) 56 
5 | Dialysiert.Griinmalzauszug,24ccm | 10,0 1,1 1,6 0,25 | 48 


6 | Restlésung v. d. Eisenhydroxyd- 
adsorption des dialysierten Griin- 
malzauszuges, 50ccm . . 9,0 4,1 0,54 | 0,31 | 60 
7 | Restlésung v. d. Tonerdeadsorp- 

tion eines Griinmalztrockenpra- 

parates, 48com ....... 9,5 0,77 | 0,00 | 0,35 | 67 
Dialys. Griinmalzauszug, 8,4ccm | 3,2 1,20 | 1,6 0,20 | 39 


Trockenpréparat aus Diamalt, 




















.. a eee ee 20,0 — 4,2 0,23 | 44 
10 0,30 g mit 35 mg KCN. ... | 20,0 ~- 4,2 0,23 | 44 
“Si ——-- ei Gee at ~~ Lig ienes 
12 og ee ee eee 5,9 -- 1,2 0,12 | 23 
13 | Restlésung v.d. Tonerdeadsorption 
des Diamaltdialysates, 48 ccm. 4,0 — 0,00 | 0,17 | 33 
14 | Extrakt aus ungekeimter Gerste, 
4S oom 2.1. ee es evra 3,2 — 0,00 | 0,17 | 33 
15 | Trockenpraparatd. Hefeproteinase, 
0,088 g mit 0,10 Po.-E.?) u. 0,09 
ee a rere ~~ -— 3,0 | 0,33 | 64 
16 0,80 g, frei von Di. und Po.. . | — ~- 1,6 0,14 | 27 
17 | Dasselbe, mit 120mg KCN. ..]| — -- 1,6 0,13 | 25 





1) Als vorliufige Cellulaseeinheit (C.-e.) bezeichnen wir in dieser Arbeit 
das 10fache derjenigen Enzymmenge, welche 100 mg einer durch Umfillen 
aus konzentrierter Salzsiure nach R. Willstatter und L. Zechmeister 
(Ber. chem. Ges. 46, 2401 (1913)} gewonnenen Hydratzellulose in einem Vo- 
lumen von 16 ccm bei px = 5,0 und 40° innerhalb 30 Minuten entsprechend 
einem Verbrauch von 1,00 ccm n/10-Jodlésung aufspaltet. 


*) Po.-E. = Einheit der (Amino-) Polypeptidase aus MHefe nach 
W. Grassmann und H. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928), und zwar S. 64. 


8) Di.-E. = Einheit der Hefe-Dipeptidase nach R.Willstaétter u. 
W. Grassmann, Diese Z. 158, 250 (1926), und zwar S. 265. 
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Tabelle 7. 


Invertinfreilegung mit Amylasen verschiedenen Ursprunges. 
(Versuchsbedingungen wie Tab. 6.) 








Freilegung nach 
Enzymmaterial po | Am.-E. a 


8.-E1) | %)_ 




















eee Crt eee eee ae 5,0 0,09 | 0,00 | 0 
Speichelamylase, 41 ccm, +- 0,5 g NaCl 5,0 9,4 0,00 0 
Speichelamylase, 41 ccm, +- 0,5 g NaCl 7,0 9,4 0,00 0 
Glycerinauszug aus Pankreasdriise, 5ccm, 

“ee hu ee ee 7,0 44 0,00 0 
Wasserauszug aus Aspergillus oryzae, 

a er era ee ae 5,0 2,6 0,10 20 





Tabelle 8. 
Auflésung N-haltiger Hefesubstanz bei der Invertinfreilegung. 
(Zu den Versuchen dienten je 10 ccm einer mit Essigester vorbehandelten und 
mit Pankreasauszug von einem Teile der Proteine befreiten Hefesuspension 


mit 0,76 g Trockengewicht und 0,32 Saccharaseeinheiten. Versuchsansatz 
im tibrigen wie Tab. 6. N-Bestimmung nach der Mikro-Kjeldahl-Methode.) 








Freilegung nach 24 Stunden _ 











| | mg N |mg N in lg 
S.-E. | °/, {in 1 ccm | Trock.- Gew. 
| Lésung | der Lésung 


| 


Enzymmaterial 


35 com Griinmalzdialys., 1,5 Pr.-E. | | | 
und 12,0 Am.-E........ 021 | 6 | | 
300 mg Papain-+ 120mg KCN. ]| 0,16 | 50 | | 











Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung unserer Arbeit zu grobem Danke verpflichtet. 





1) Werte nach Abzug der im Leerversuch ohne Enzymzusatz (v¢gl. 
Tab. 6) freigelegten Saccharasemenge. 














Co-Carboxylase, ein neues Co-Enzym der alkoholischen Garung. 
Von 
Ernst Auhagen. 
(Mit 5 Figuren im Text.) 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1931.) 


Allgemeiner Teil. 
Einleitung. 


Es sind gerade 25 Jahre vergangen, seitdem Harden und 
Young entdeckt haben, da8 zur alkoholischen Vergirung der 
Zucker auBer dem thermolabilen, hochmolekularen Enzymkomplex 
noch Stoffe von niederem Molekulargewicht unerlaBlich sind, die 
sich durch verhaltnismaBig groBe Temperaturbestindigkeit aus- 
zeichnen. Diese Erkenntnis, die bei der Ultrafiltration des Hefe- 
preBsaftes gewonnen wurde, war der Ausgangspunkt fiir die 
moderne Giérungschemie. 

Man hat die aktivierende Wirkung des HefepreBsaftdialysats 
lange Zeit nur einem einzigen Stoff zugeschrieben; dieses Co- 
Enzym der alkoholischen Girung, die sogenannte Co-Zymase, hat 
im hiesigen Institut durch Kuler und Myrback eine eingehende 
chemische Bearbeitung erfahren; wenn es auch nicht gelungen ist, 
die Co-Zymase in krystallisiertem Zustand darzustellen, so wei’ 
man doch aus den Analysen der hochgereinigten Priparate mit 
groBer Sicherheit, daB es sich um eine Adenosinphosphorséure 
handelt. 

AuBer der Co-Zymase braucht das Enzym zu seiner Tatigkeit 
noch anorganisches Phosphat (Harden!) und Hexosediphosphat 
(Meyerhof?), doch kann man diese Substanzen nicht zu den 
eigentlichen Co-Enzymen rechnen, denn das anorganische Phos- 
phat wird im ersten Stadium der Girung bei der Bildung der 





1) Harden, Alcoholic Fermentation. 
2) Diese Z. 101, 165 (1918); 102, 1, 185 (1918). 
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Hexosephosphorsaéureester verbraucht, ist also ein Reaktions- 
teilnehmer in aéhnlicher Weise wie der Zucker, und das Hexose- 
diphosphat hebt lediglich die Induktionsperiode auf, ohne auf 
die GirgrdéBe selbst einen Einflu8 zu besitzen. 

Zu Anfang dieses Jahres teilte nun K. Lohmann!) seine 
Entdeckung mit, daB das Magnesium beim Glucoseabbau sowohl 
im Muskel wie bei der Vergiérung durch Hefe eine grundlegende 
Rolle spielt und man hat seitdem von einem Co-Enzymsystem 
der alkoholischen Girung zu sprechen. 

Im folgenden méchte ich einige Versuche mitteilen, die mir 
zu beweisen scheinen, da8 dieses Co-Enzymsystem unvollstandig 
ist; auBer Co-Zymase und Magnesium ist noch ein weiteres Co- 
Enzym organischer Natur notwendig, fiir das ich den Namen 
Co-Carboxylase vorschlage.?) 


Befreiung der Hefe von Co-Carboxylase. 


Meine Versuche beschrainken sich vorlaéufig auf Trocken- 
unterhefe, da sich aus der Stockholmer Unterhefe weder Buchner- 
scher PreBsaft noch Macerationssaft nach Lebedew herstellen 
laBt. Dafiir gelingt es aber im allgemeinen sehr leicht, durch ein- 
faches Waschen mit Wasser die Trockenhefe von Co-Zymase zu 
befreien. Die Entfernung des Magnesiums gelingt dem Vorschlag 
von Lohmann’) gema8 erst durch Waschen mit schwachen Séuren; 
bis zu einer Aciditét von pa ~ 4 zeigt sich das Zymasesystem 
relativ unempfindlich. Im alkalischen Gebiet ist die Bestandig- 
keit des Enzyms viel geringer. Bei einzelnen Trockenhefen ist die 
Giarkraft schon nach 1stiindigem Schiitteln bei px = 8 erloschen 
und laé8t sich auch durch Hefekochsaft nicht reaktivieren. Andere 
Praparate zeigen jedoch auch nach Behandlung bei px = 9 eine, 
wenn auch stark geschwichte, so doch deutliche Aktivitét nach 
Zusatz von Kochsaft. 

Dieses verschiedene Verhalten beruht héchstwahrscheinlich 
auf einer ,,Selbstpufferung‘‘ des Enzyms, die natiirlich in lebender 
Hefe am wirksamsten ist. Wahrscheinlich handelt es sich auch 
bei der 8. Vergiirungsform, der alkalischen Garung, deren Kenntnis 
man Neuberg verdankt, in erster Linie um eine Girung bei ganz 


1) Naturw. 19, 180 (1931); Biochem. Z. 287, 470 (1931). 

2) In einer vorliufigen Mitteilung [Naturw. 19, 916 (1931)] habe ich 
den Namen Co-Zymase II benutzt. 
3) A.a. O. 
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normalem px innerhalb der gepufferten Zelle, und erst in zweiter 
Linie finden dann in der alkalischen AuB8enfliissigkeit Reaktionen 
statt, die die auftretenden Zwischenprodukte so verindern, da’ 
die folgenden enzymatischen Vorgiainge anders verlaufen als bei 
der ersten Vergirungsform. So ist es dann zu erkliren, daB es 
hier nie gelungen ist, mit Trockenunterhefen eine Giirung in 
alkalischem Medium hervorzurufen. 
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Beide G&ransdtze (Gesamtvolumen 2 ccm) enthielten: 0,2g Trockenhefe, bei py, 7,8 aus- 

gewaschen + 0,1 g Glucose + 0,009 g Hexosediphosphat + 0,1 ccm hochgereinigte Co-Zymase 

(= 25 Co, ACo = 120000) + 0,1 ccm 0,2-mol MgCl, + 1,7 mg Acetaldehyd + 0,5ccm Phosphat- 

puffer, py 6,35. Der Ansatz I enthielt auBerdem 0,lccm Kochsaft. Weitere Einzelheiten 
der Versuchsanordnung finden sich im speziellen Teil. 


Wenn also bei einem px > 8 die Zymase irreversibel zerstért 
wird, so liegen die Verhialtnisse ganz anders, wenn man bei noch 
schwacherer alkalischer Reaktion arbeitet. Wascht man Trocken- 
unterhefe mit einer gut puffernden Phosphatlésung vom px 7,8 
aus, so verléuft im allgemeinen wesentlich schneller als die Enzym- 
zerst6rung eine andere Reaktion, es wird das gesamte Co-Enzym- 
system ausgewaschen, das Garvermégen der Hefe wird erst durch 
Hefekochsaft wieder hergestellt. Uberraschend ist es nun, daB 
der Kochsaft sich nicht durch gereinigte Co-Zymase + 
Mg + Hexosediphosphat + anorganisches Phosphat er- 
setzen laBt. Die vorstehende Figur zeigt den enormen Unter- 
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schied zwischen den Wirkungen von Kochsaft und gereinigtem Co- 
Enzymsystem. 

Dieser Versuch, der vielmals bestitigt wurde, zwingt zu der 
Annahme (mindestens) eines weiteren Co-Enzyms der alkoho- 
lischen Girung, der Co-Carboxylase. 


Einheit und Bestimmung. 


Fir eine exakte, quantitative Wirksamkeitsbestimmung muf 
man iiber ein Enzymmaterial verfiigen, das gleichmaBige Akti- 
vierbarkeit zeigt. Da es mir bisher nicht gelungen ist, ein gut 
wirksames Trockenpriparat von Co-carboxylasefreier Hefe dar- 
zustellen, muBte die Trockenhefe jedesmal frisch ausgewaschen 
werden. Diese von allen bekannten Aktivatoren (einschlieBlich 
Co-Carboxylase) freie Hefe, fiir die ich den Namen Atiozymase!) 
anwenden werde, zeigt nun, auch bei Anwendung derselben 
Trockenhefe, nicht exakt reproduzierbare Wirksamkeit; jedoch 
lassen sich durch Mitpriifung einer Co-carboxylasehaltigen Sub- 
stanz mit bekannter Wirksamkeit solche Atiozymasepriparate 
ausschalten, die eine stark geschwichte Wirksamkeit besitzen. 
Im allgemeinen hat die Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe eine 
maximale Girgeschwindigkeit von 4—8 cem CO,/Std. bei maxi- 
maler Aktivierung gezeigt. 

Wie aus der folgenden Figur ersichtlich ist, steigt die maxi- 
male Geschwindigkeit annihernd proportional den zugegebenen 
Co-Carboxylasemengen, bis das Optimum erreicht ist. Die beiden 
Kreuze in Fig. 2 (unterbrochene Linie) bezeichnen Aktivierungen 
an einem anderen, wirksameren Atiozymasepriparat. Da die 
kleinere Menge sehr gut in die Kurve pa8t, mu8 man annehmen, 
daB die gréBere oder geringere Wirksamkeit des Enzymmaterials 
innerhalb gewisser Grenzen keinen allzu groBen Einflu8 ausiibt. 

Bevor sich nun ein besserer Ausdruck fiir die Bestimmung 
der Co-Carboxylase schaffen ]aBt, definiere ich die Einheit ,,Cb” 
als diejenige Menge, die bei Anwesenheit aller anderen Aktivatoren 


1) Das komplett aktivierte System heiBt [Neuberg u. Euler, Biochem. 
Z. 240, 245 (1931)] ,, Panzymase“ oder ,,Holozymase“, unter ,,Apozymase’ 
ist die Co-zymasefreie Hefe zu verstehen, durch Entfernung des Magnesiums 
aus der Apoaymase entsteht die ,,Mg-freie Apozymase“; das vollkommen 
aktivatorfreie Enzymsystem wird Zymase genannt. Ob Atiozymase und 
Zymase identisch sind, mit anderen Worten, ob in der Atiozymase noch un- 
bekannte Aktivatoren enthalten sind, lit sich natiirlich vorléufig nicht ent- 
scheiden. 
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in optimaler Konzentration imstande ist, innerhalb der Grenzen 
25—50°/) der maximal moglichen Aktivierung die maximale Giir- 
seschwindigkeit um 1 cem/Std. zu steigern (Versuchsbedingungen : 
30°, Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe, Fliissigkeitsvolumen 2cem). 

Ganz analog zu der Wertbestimmung der Co-Zymase ist dann 


_ . Anzahl Cb ald 
unter ,,ACb* der Quotient fia verstehen. 
Diese GréBen Cb und ACb haben natiirlich eine ziemlich 
croBe Fehlerbreite, doch wenn man am selben Atiozymase- 


priparat gleichzeitig die Priifung vornimmt, wird man recht gut 
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Fig. 2. 


miteinander vergleichbare Werte erhalten. Fir das in Fig. 2 
veranschaulichte Praéparat (Trockengewicht: 14,6 mg/1 ccm) ist 
demnach 1 Cb = 1,3 mg und ACb betragt dementsprechend ~ 770. 


Chemische Eigenschaften der Co-Carboxylase. 


Um die Rolle der Co-Carboxylase im Giarungsmechanismus 
studieren zu kénnen, war es zunachst nétig, eine Lésung von ihr 
herzustellen, die von den schon bekannten Aktivatoren frei ist. 
Es zeigte sich, daB der neue Aktivator in leidlich guter Ausbeute 
aus dem dialysierten Kochsaft durch neutrales Bleiacetat beim 
natiirlichen px (5,8—6,0) fallbar ist. Nach Zersetzung des Nieder- 
schlags mit Schwefelwasserstoff und guter Liftung erhalt man 
eine Lésung, die Co-Carboxylase enthalt, aber frei ist von Co- 
Zymase und Mg. Eine weitere Reinigung kann erreicht werden 
durch Fallung dieser Lésung mit Bariumacetat bei neutraler 
Reaktion. Das Gemenge von Bariumsalzen, das so erhalten wird, 
la8t sich auf Grund der verschiedenen Léslichkeit in Wasser in 
eine unlésliche unwirksame und eine schwer lésliche gut wirksame 
Fraktion aufteilen. Das folgende Schema zeigt, inwieweit sich 
dabei die Reinheit steigert. 
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Kochsaftdialysat (ACb ~ 200) —> Bleiniederschlag  (bleifre; 
ACb ~ 600) —> Bariumniederschlag (bariumfrei ACb ~ 900) —» 
Bariumniederschlag, — schwerldsliche Fraktion: (bariumfre; 
ACb ~ 2200). 

Die Co-Carboxylase ist offensichtlich organischer Natur. Dey 
neutralisierte Salzsiureauszug aus einer Kochsaftdialysatasche 
zeigt weder steigernde noch hemmende Wirkung. Auch durch 
bloBes Erhitzen auf 100° im zugeschmolzenen Rohr wird der Koch- 
saft schon nach wenigen Stunden praktisch unwirksam. Selbst 
bei niedriger Temperatur ist die Co-Carboxylase nicht unbegrenzt 
haltbar; ein Kochsaft, der im Vakuum eingeschmolzen 21/, Jahre 
aufbewahrt worden war, konnte Atiozymase nicht mehr aktivieren, 


Gegen schwach saure Reaktion ist die Co-Carboxylase bei 
Zimmertemperatur unempfindlich, und auch im alkalischen Gebiet 
bis px 10 zeigt sie sich, wenigstens durch Stunden, in der Wirk- 
samkeit unverandert, es handelt sich also bei der Herstellung der 
Atiozymase nicht etwa um eine Zerstérung, sondern um eine 
Auswaschung der Co-Carboxylase. 


Ks ist natiirlich verfriiht, iiber die chemische Natur der Co- 
Carboxylase etwas aussagen zu wollen, aber man kann auf Grund 
der Fallungsreaktionen vielleicht doch die Vermutung aussprechen, 
daB es sich um eine organische Phosphorséure handelt. Mit Hefe- 
adenylsiure, Co-Zymase, Adenylpyrophosphat, Cystein oder Glu- 
tathion ist sie nicht identisch; diese Substanzen sind vollstandig 
wirkungslos. 


Die Bedeutung des Acetaldehyds. 


Nachdem ich dazu iibergegangen war, als Co-Carboxylase- 
priparate statt des Kochsaftes iiber das Blei- oder Bariumsalz 
gereinigte Lésungen zu verwenden, stellte es sich heraus, dai 
diese — nach Zusatz von Co-Zymase + Mg + Hexosediphosphat — 
nicht allein imstande waren, die Girkraft von Atiozymase wieder 
herzustellen. Die Kohlenséureentwicklung blieb vollstandig aus, 
wenn nicht auBerdem fiir die Gegenwart von Acetaldehyd 
Sorge getragen wurde. Die Acetaldehydwirkung hat einen aus- 
gesprochenen Schwellenwert, 0,4 mg sind bei den normalen Gar- 
ansitzen (0,2 g Hefe, Volumen 2 ccm) noch ohne Wirkung, 1 mg 
aktiviert sehr stark und 4 mg wirken bereits deutlich hemmen(. 
Wahrscheinlich bindet das Enzym oder irgendein anderer Stoff 
geringe Mengen von Acetaldehyd (z. B. kénnte eine Aminogruppe 
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unter Bildung einer Schiffschen Base reagieren) und erst der 
iiberschiissige Aldehyd kommt zur Wirkung. 


Er la8t sich ersetzen durch Brenztraubensiure und bemerkens- 
werterweise auch durch Methylglyoxal, nicht aber durch Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton. In Ubereinstimmung mit der Akti- 
vierbarkeit durch Brenztraubensaure steht die Tatsache, daB die 
Vergirung der Brenztraubensiure durch Atiozymase + Co-Carb- 
oxylase auch bei anfinglicher Abwesenheit von Acetaldehyd 
beginnt; durch Zugabe einer fiir die Glucosevergaérung optimalen 
Aldehydmenge wird die carboxylatische Spaltung sogar etwas 
gehemmt. 


Ks ist in der Literatur schon 6fters auf die beschleunigenden 
Eigenschaften des Acetaldehyds und der «-Ketoséiuren hingewiesen 
worden; z. B. glaubten Neuberg und Schwenk!) in einem 
Gemisch von a-Ketoséiuren die Co-Zymase gefunden zu haben. 
Diese Versuche erkliren sich wohl durch Anwesenheit einer 
geringen unterschwelligen Menge von Co-Enzym im Hefepriparat, 
die dann durch die aktivierende Wirkung der Ketoséuren zur 
Tatigkeit kam. Weiter liegen Versuche von Struyk?) iiber die 
Co-enzymartige Wirkung des Acetaldehyds vor, doch sind diese 
infolge einer etwas diffusen Arbeitshypothese nicht sehr durch- 
sichtig. Auch Harden weist in seinem Buche iiber die ,,Alcoholic 
Fermentation’) auf die Bedeutung des Acetaldehyds hin. 


Besonders klar hat P. Boysen-Jensen‘) an Hand von Ver- 
suchen mit gefallter Zymase die Notwendigkeit der Gegenwart 
von Acetaldehyd hervorgehoben. Er betont auch, daB Hexose- 
diphosphat und Acetaldehyd sich nicht gegenseitig ersetzen kénnen. 


Was nun die spezielle Rolle des Acetaldehyds bei der Glucose- 
vergarung angeht, so diirften die Verhaltnisse wohl ahnlich liegen, 
wie bei der induktionsaufhebenden Wirkung des Hexosediphos- 
phats, die durch Meyerhof®) im Jahre 1918 entdeckt wurde. 
Ebenso wie dieses ist der Acetaldehyd ein normales Produkt der 
Girung. Aber ebensowenig wie man weif, auf welchem Wege 
das Hexosediphosphat die Induktion aufzuheben vermag, ebenso- 
wenig 1éBt sich das vorliufig beim Acetaldehyd entscheiden. Ich 





1) Biochem. Z. 71, 135 (1915). 

*) Dissertat. Delft (1928, S. 170ff). 
8) London 1923, S. 71. 

4) Biochem. Z. 154, 249ff. (1924). 
5) A. a. O. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 
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méchte in Ubereinstimmung mit Nilsson?) glauben, daB er sich 
als Wasserstoffacceptor betatigt, vielleicht in den ersten Reaktions. 
stadien, die auf die Spaltung der Glucosekette in Propanderivate 
felgen. Eine befriedigende Erklirung fiir die UnerlaBlichkeit des 
Acetaldehyds, die mit den heutigen Anschauungen tiber den Garungs. 
mechanismus im Einklang stiinde, lat sich jedoch nicht geben. 

Man wird den Acetaldehyd meiner Ansicht nach nicht zu den 
Co-Enzymen rechnen kénnen, denn mit diesem Namen darf man 
wohl nur solche Aktivatoren benennen, die nicht zu irgendeiner 
Zeit im Reaktionsablauf aus Zucker und Phosphat gebildet werden, 
und das ist ja auch weder bei der Co-Zymase noch selbstverstandlich 
beim Magnesium der Fall. Fir eine Bildung oder Vermehrung 
von Co-Carboxylase im Verlauf der Giarung haben sich ebenfalls 
keine Anhaltspunkte ergeben und ich habe keine Bedenken ge. 
tragen, ihr eingangs die Bedeutung eines Co-Enzyms zuzuschreiben. 


Die Funktion der Co-Carboxylase. 


I. Brenztraubenséuregirung. Es hat sich herausgestellt, 
daB Atiozymase im Gegensatz zu Apozymase nicht mehr imstande 
ist, Brenztraubensiure zu decarboxylieren. Die Carboxylase, das 
von Neuberg?) entdeckte Teilenzym des Zymasesystems ist also 

durch die alkalische Auswaschung aufer 

















| Wirksamkeit gesetzt worden. Sie last 
| Z |] sich jedoch reaktivieren durch Zusatz 
von Kochsaft oder einer gereinigten 
S79F 7 Co-Carboxylaselésung (vgl. Fig. 8). Die- 
§ ses Ergebnis hat mich zu dem Schlub 
ett ——= veranlaBt, daB es sich bei dem neuen 
si _#” *® Aktivator um das Co-Enzym der Carb- 
Fig. 3. oxylase handelt, und hat mir den Namen 
Brenztraubensiure- Co-Carboxylase (in Analogie zu der Be- 
Vergramag. zeichnung Co-Zymase) als gerechtfertigt 
erscheinen lassen. 

In einem gewissen Gegensatz dazu steht der Befund vou 
Neuberg’), daB nach Dialyse eines Macerationssaftes der Riick- 
stand noch imstande sei, Brenztraubensdéure zu vergiren. Es ist 
aus diesem Versuch der Schlu8 gezogen worden, die Carboxylase 

1) Ark. Kemi, Mineral. 0. Geol. 10A, Nr. 7, S. 121 (1930). 

2) Literatur vgl. C. Neuberg in Oppenheimers Handbuch d. Biochemie 


2, 442 (1925). 
8) Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Z. 61, 141 (1913). 
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sei bei ihrer Tatigkeit nicht an die Anwesenheit eines Co-Enzyms 
gebunden.') Meiner Ansicht nach scheint aber der Neubergsche 
Versuch eher das Gegenteil anzudeuten, denn nach 20 Stunden 
war noch keine Gérung eingetreten, sie ,,wird erst nach 30 Stunden 
deutlich“. 

In diesem Zusammenhang ist es interessant, daB es mir bisher 
nicht gelungen ist, Co-Carboxylase im frischen Muskel nach- 
guweisen. Ein Kochsaft aus frischem Rattenmuskel erwies sich 
als unfahig (in Anwesenheit von Co-Zymase + Mg -+ Hexose- 
diphosphat) Atiozymase zur Vergirung von Glucose zu ver- 
anlassen. Wenn Lohmann?) auch gegenwirtig annimmt, daf die 
('o-Enzymsysteme der Glykolyse im Muskel und durch Hefe nicht 
identisch sind, so hat sich doch gezeigt, daB sowohl Muskel- wie 
Hefekochsaft sich bei beiden enzymatischen Vorgingen gegen- 
seitig vertreten kénnen. Dadurch ist die Hypothese gestiitzt 
worden, daB Milchséurebildung und Garung in den ersten Stadien 


' den gleichen Reaktionsverlauf besitzen. Wenn sich nun im Hefe- 
| kochsaft ein Co-Enzym findet, das im Muskelkochsaft fehlt, so 
| 1i8t das vermuten, daB man sein Tatigkeitsbereich in den Re- 
_ aktionsstufen der alkoholischen Girung zu suchen hat, die sich 


von der Glykolyse im Muskel unterscheiden. Und das ist eben 


» in erster Linie die Decarboxylierung der Brenztraubensiéure unter 
' Bildung von Kohlendioxyd und Acetaldehyd. Auf Grund dieser 
| Uberlegung halte ich es fiir einigermafen wahrscheinlich, daB die 
> Co-Carboxylase wirklich lediglich das Co-Enzym der Carb- 
' oxylase darstellt. Das experimentell nachzuweisen ist sehr 
' schwierig, wenn nicht unméglich. Denn wenn die carboxylatische 
Spaltung gehemmt ist, so wird natiirlich durch Anhaufung der 
' Reaktionsprodukte nach dem Massenwirkungsgesetz sehr bald 
_ eine Hemmung auch der vorhergehenden Reaktionen eintreten. 
' Die Oxydoreduktion findet auch ohne Co-Carboxylase statt (vgl. 
» unten). 


II. Phosphorylierung. Diese Erwartung bestitigte sich 


: bei der Untersuchung der Phosphorylierung (vgl. Fig. 4). Nach 
' Zusatz von Co-Carboxylase zu Atiozymase + Co-Zymase + Mg ++ 
» Hexosediphosphat + Acetaldehyd findet normale Girung und 
' normaler Verbrauch des zugesetzten anorganischen Phosphates 
| statt. Ohne Co-Carboxylase bleibt die Phosphorylierung sehr bald 





1) Vgl. auch Lohmann, Biochem. Z. 241, 51 (1931). 
*) Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
11* 
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stehen. (Der etwas hdhere Anfangswert der stark phosphory. F | 
lierenden Reaktionsmischung beruht auf dem Phosphatgehalt des Fs 
zugesetzten Co-Carboxylasepriparates.) Ob es sich bei der — 

schwachen Phosphorylierung lediglich um die (auch in Abwesen. Ft 
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oder ob die Reaktion erst im nichsten Stadium stehen geblieben f 
ist, laBt sich aus diesem Versuch nicht entscheiden. 

III. Methylenblaureduktion. R.Nilsson*) hat zeigen F- 
kénnen, da& die Wirkung der Kohlenhydratredoxase  (erfaft F Mi 
durch Reduktion von Methylenblau und Acetaldehyd) an die Do 
Anwesenheit von Co-Zymase gebunden ist. Die Co-Carboxylase Bef 
hingegen hat keinen Einflu8 auf die Geschwindigkeit der Methylen- F auc 
blauentfarbung in Anwesenheit von Hexosediphosphat als Donator, fF 
sie wirkt eher etwas hemmend als aktivierend. Das Methylenblau f- 
war iibrigens in den angewandten Konzentrationen nicht imstande 
den Acetaldehyd zu ersetzen, mit anderen Worten, die Entfarbung F 
fand in Reaktionsmischungen statt, die keine Kohlensaure ent: — 
wickelten. 


aN 


Se AO A aes 











Ks erhebt sich nun die Frage, auf welche Weise die Co-Carb- F7 
oxy lase sich so lange der Beobachtung hat entziehen kénnen. | 





1 R. Mitentin, Ark. Kemi, Mineral. 0. Geol. 10A, Nr. 7, 8. 18 (1930). 
2) Ebenda und diese Z. 162, 72 u. 264 (1926). 
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y) stehen, durch einfaches Waschen mit Wasser findet eben keine 
’ Abtrennung der Co-Carboxylase vom Enzym statt. Wie sie sich 
bei der Ultrafiltration von PreBsaft oder Macerationssaft verhilt, 
‘bleibt noch zu untersuchen, aber es ist wohl mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, daB dabei der enzymatische Teil von 
allen Co-Enzymen befreit wird. Hier hatte man also feststellen 
missen, da reine Co-Zymase allein nicht dazu ausreicht, den 
' Filtrationsriickstand zur Vergirung zu veranlassen. Nun haben 
: aber alle die Laboratorien, die mit Saften arbeiten, keine reine 
 Co-Zymase zur Verfiigung gehabt, als Co-Enzympriparate dienten 

' Kochséfte und Dialysate ohne weitere Reinigung und diese ent- 
:  balten natiirlich neben Co-Zymase und Magnesium auch Co- 
:  Carboxylase. 


' Die Stockholmer Schule, die als einzige regelmaBig hoch- 
H gereinigte Co-Zymase verwendet, arbeitet andererseits stets mit 
k Trockenhefe. Schwierig zu verstehen sind allein einige Versuche 
5 von Lohmann), der im undialysierbaren Anteil des Hefe- 
: _macerationssaftes das gesamte organische Co-Enzymsystem durch 
_ Adenylpyrophosphat ersetzen konnte. Ob sich das _ bestitigen 
wird, bleibt abzuwarten; wie neuere Versuche von Lohmann’) 

E ‘und besonders noch unveréffentlichte von R. Nilsson zeigen, 
idelt - dirfte es sich damals kaum um reines Adenylpyrophosphat ge- 
eben i handelt haben. 


i! Wenn mit Trockenhefe gearbeitet wird, ist das ja leicht zu ver- 


igen § Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Professor v. Euler und seinen 
‘fabt F Mitarbeitern, besonders Herrn Dozent Myrbiack und Herrn 

die fF Dozent Nilsson, fir die freundliche Aufnahme, die ich hier 
ylase § gefunden habe, und fiir stetigen Rat und Hilfe bei meiner Arbeit 
ylen- F auch an dieser Stelle herzlichst zu danken. 









ator, F 

blau E 

nt t Spezieller Teil. 
mung Methodik. 

ent- F 





Die Garversuche fanden stets bei 30° statt; wenn nicht anders 
Bbemerkt, betrug das Volumen der Reaktionsmischung stets 2 ccm. 
4 ‘Die Garungskohlenséure wurde wie tiblich im Schiittelthermo- 


‘arb- P staten bestimmt. Als Co-Zymase wurden regelméBig hoch- 


nen. F 


1930). 4 1) Biochem. Z 287, 471 (1931). 
_  #) Biochem. Z, 241, 67 (1931). 
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gereinigte Praparate (ACo ~ 100000, 200—250 Co pro Kubik. 
zentimeter) benutzt, die ich der Liebenswiirdigkeit von Herry 
Dozent K. Myrbaéck verdanke. Der Kochsaft wurde uns freund- 
licherweise von der Firma Knoll A.-G., Ludwigshafen, zur Ver. 
fiigung gestellt, er ist stark eingeengt und enthalt pro Kubik. 
zentimeter etwa 0,25—0,8g dialysierbare Bestandteile. Das 
Hexosediphosphat war durch Umsetzung von Candiolin mit 
Natriumoxalat hergestellt. Die Phosphorsiéurebestimmung geschah 
nach Embden, die Methylenblaureduktion nach Thunberg. 
Ahlgren, die Acetaldehydbestimmung nach Ripper.?) 


Herstellung der Atiozymase. 


Gut bewaéhrt hat sich folgendes Verfahren: 


2g Trockenunterhefe wurden zunichst mit 250 com Wasser 
15 Minuten lang geschiittelt, dann zentrifugiert. Darauf wurde 
mit je 100 ccm 0,2 mol Phosphatpuffer 2mal 80 Minuten lang 
gewaschen, und schlieBlich durch 2maliges kurzes Schiitteln mit 
Wasser das Phosphat wieder entfernt. Das zum SchluB erhaltene 
Zentrifugat hat ein Volumen von etwa 5 cem. 

Die folgenden Versuche mit so hergestellten Atiozymase- 
praparaten zeigen, daB die Hefe aufer von Co-Carboxylase auch 
von Magnesium und Co-Zymase frei ist. 


Versuch 1. 
Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,3 g Trockenhefe + 0,15 g Glucose -; 
2,5 mg Acetaldehyd + 0,15 com Co-Zymase (= 37Co)+ 14mg Hexose- 
diphosphat + 0,75 ccm 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,35). 
Zusétze: 0,15 cem 0,2 mol MgCl,, 0,75 ccm zersetzte Bleifaillung (~ 9 Ch, 
ACb ~ 600). 
Volumen hier 3 ccm. 





























Tabelle 1. 
sop Sti jeep MgCl, — 
Zusitze one MgCl, Pb-Fallung Pb-Fallung 
~ Stunden cem CO, 
0,25 0,0 0,0 0,0 0,6 
0,50 0,0 0,0 0,0 1,8 
0,75 0,0 0,1 0,0 3,4 
1,00 0,0 0,1 0,0 5,1 
1,50 0,0 0,2 0,0 8,2 


1) Mh. Chem. 21, 1079 (1900). 











if 
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i Versuch 2. 
Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose -+- 
] 


1,67 mg Acetaldehyd + 0,1 com 0,2 mol MgCl, + 0,5 com 10°/,iger Phosphat- 
puffer (px = 6,35) + 9 mg Hexosediphosphat. 
Zusétze: 0,1 ccm Co-Zymase (= 25 Co), 0,5 ccm zersetzte Bleifallung 
~ 6 Cb). 
Volumen 2 ccm. 














Tabelle 2. 

. Co-Zymase 
Zusitze Co-Zymase | Pb-Fallung | Pb-Fallung 
Stunden | eem CO, 

0,50 0,4 0,0 1,8 
1,75 1,35 0,0 8,1 
2.25 1,7 0,1 9,0 
3,00 2,2 0,1 9,5 











Also auch wenn die Auswaschung der Co-Carboxylase wie in 
diesem Falle nicht vollig gegliickt ist, so kann doch die Auswaschung 
der Co-Zymase schon vollstandig sein. 

Die Herstellung von Atiozymase gelingt nicht bei allen 
Trockenhefen mit gleicher Sicherheit. Infolge der mehr oder 
weniger groBen Alkaliempfindlichkeit der verschiedenen Trocken- 
hefepriparate erhalt man manchmal Produkte, die entweder auch 
durch Kochsaft nicht mehr reaktivierbar sind oder (bei schonenderer 
Auswaschung) auch ohne Co-Carboxylase noch eine, wenn auch 
gehemmte, so doch ziemlich starke Garkraft zeigen. Vermutlich 
hingen diese Verhaltnisse mit dem Alter der Trockenhefe und der 
mehr oder weniger griindlichen Waschung der lebenden Hefe vor 
der Trocknung zusammen. 

Fiir die sehr kleine Girung (0,2 ccm pro Stunde), die auch 
ohne Zusatz von Co-Carboxylase in Gegenwart von Acetaldehyd -- 
(o-Zymase + Magnesium beobachtet wurde, fehlt vorliufig eine 
bewiesene Erklérung. Vielleicht ist sie bedingt durch eine kleine 
Co-Carboxylasebeimengung (1°/)) in der benutzten Co-Zymase. 
Auf eventuell in der Hefe vorhandene lebende Zellen kann sie 
wohl nicht zuriickgefiithrt werden, denn dann sollte die Co-Zymase 
nicht so griindlich auswaschbar sein. 


Die Reinigung der Co-Carboxylase. 
Die ersten Versuche zur Reinigung seien hier an Hand eines 


Beispiels wiedergegeben: 


200 cem Kochsaft wurden in einer Kollodiumhiilse gegen 


600 cem destilliertes Wasser 20 Stunden lang dialysiert. Das 


Dialysat (580 com) wurde bei der natiirlichen Aciditaét (pa = 5,9) 
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mit iiberschiissigem Bleiacetat gefallt. 


mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
und das schwach gelbe Filtrat (zusammen mit dem ersten Wasch. 
wasser 270 ccm) wurde mit einem Uberschu8 von Bariumacetat 
gefallt, mit Baryt neutralisiert und schlieBlich mit demselben 


Volumen Alkohol versetzt. 


Die Fallung wurde ab. 
zentrifugiert und auf der Zentrifuge 2mal mit Wasser gewaschen. 
Dann wurde der Niederschlag in 250 ccm Wasser suspendiert und 


Das Bleisulfid wurde abfiltriert 


Die Fallung wurde abzentrifugiert, 


auf der Zentrifuge mit 150 cem 50°/,igem Alkohol gewaschen und 
dann durch Ausstreichen auf Glas an der Luft getrocknet. Es 
wurden so 8,8 g lufttrockenes Bariumsalz mit einem Ba-Gehalt 
von 48°/, erhalten. 1 g Bariumsalz wurde fein zerrieben und in 
250 com Wasser 1 Stunde lang geschiittelt. Es wurde dann zentri- 
fugiert, die Lésung mit dem gleichen Volumen Alkohol gefiilt, 
wieder zentrifugiert und schlieBlich auf Glas getrocknet. 
ungeléste Anteil wog 0,75 g, der geloéste (mit unverdndertem 
Ba-Gehalt) 0,15 g. 

Zur Aktivitétsbestimmung wurde das unzersetzte Barium- 
salz verwendet, sie ist in folgender Tabelle abgekiirzt wiedergegeben. 


Versuch 8. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 
0,lccm 0,2 mol MgCl, + 0,1ccm Co- Zymase (= 25 Co)+1,7mg ’Acetaldehyd + 


0,5 ccm 10°/,iger Phosphatpuffer (pg = 6,35) + 9 mg Hexosediphosphat. 


Tabelle 8. 


Der 

































































Zers. Pb- | Bariumfallung | Bariumfallung | Bariumfallu; 
Zusatze Fall. neutr. on unléslich —— losiic, 
— 0,3ccm | 1,9 mng | 
_Stunden ccm = 
0,25 0,15} 0,6 03 | 065 | 015 | 03 | 05 | 1 
0,50 0,2 1,4 0,55 , 1,4 0,3 0,55 1,2 32 
0,75 0,3 2,1 0,8 | 2,15 0,45 | 0,8 1,9 47) 
1,00 0,35 2,8 1,1 | 2,95 0,6 1,1 2,55 | 5% 
1,25 0,45 3,4 14 | 3,7 0,75 | 1,4 3,25 | 6) 
150 05] 40 | 1,7 4a | 085 | 17 | 40 | 7A 
“img Trockengew. || __ | al 
(auf freie Séure ber.)}} 4,37 10 | 31 1,0 3,3 1,05 | 3: 
com 0s (nach | | 
Stdn. _ 2.4 08 | 2,75 | 03 | 08 245 6 
Abzug der Nullgar.) | | 
ACD | 
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Bei der Fallung mit Blei geht ein betrichtlicher Teil der 




















n. : Aktivitét verloren, doch ist es schwierig, sich dariiber ein genaues 
d —— Bild zu machen, da ja hier die Trennung von Co-Zymase und 
tt | Co-Carboxylase stattfindet. Bei den weiteren Operationen ist die 
1- [F Ausbeute recht gut. 
t Fe 
n Hitzeempfindlichkeit. 
t, & Die Untersuchung der Thermostabilitit der Co-Carboxylase 
il ( im Kochsaft geschah vorlaufig nur an einer nicht ganz vollstindig 
33 [ yon Co-Carboxylase freien Hefe. 4 Rohre wurden mit Kochsaft 
It JF beschickt, zugeschmolzen und im siedenden Wasserbade ver- 
in & 
‘l- " ; : 
t, 
er ae : 
m0 

be d 
Si. 
n § 
; | 
+ ) 2 P $ 

Sa. lrhitzungsdaver 
Fig. 5. 

al schieden lange erhitzt. Die Aktivitaétspriifung, von deren aus- 
oe fiihrlicher Wiedergabe abgesehen wird, geschah durch Feststellung 
639% der steigernden Wirkung von 0,1 cem Kochsaft in den wtblichen 


| Giaransitzen (in Gegenwart von viel Co-Zymase, Acetaldehyd 
_ und Hexosediphosphat). Fig. 5 zeigt den Verlauf der Aktivitats- 
33 ' abnahme; ohne Kochsaft betrug die GirgréBe 0,5 cem pro 
sii Stunde. 


6 Versuche tiber die Acetaldehydwirkung. 


Zuniachst sei ein Versuch aufgefiihrt, der die Wirkung steigender 
Acetaldehydmengen zeigt. 


Versuch 4. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 
0,lcem Co-Zymase (= 25 Co) + 9 mg Hexosediphosphat + 0,1 com 0,2 mol 
MgCl, + 0,5 com 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,35). 


Volumen 2,4 ccm. 
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Tabelle 4. 

Anzahl Cb |} —|- rks 5 | 5 | 5 po 
mg CH,CHO | — | 1,7 | 0,17| 0,33] 0,83] 1,7 | 3,3 | 83— 
Stunden | ccm CO, ae 

0,5 0,0 | 00 | 00 | 00 | 06 | 11 | 0,7 | o1 
0,75 0,0 | 005] 00 | 00 | 10 | 1,9 | 13 | o2 
1,00 0,0 | 01 | 01 | O01 | 14 | 2,9 | 21 | o4 
1,25 00 | 02 | 01 | 01 | 18 | 39 | 29 | of 
1,50 0,0 | 0,25] 0,1 | 015] 225] 4,9 | 3,75] 08 
1,75 0,0 | 0,3 | 0,15] 02 | 2,75] 5,75] 46 | 0,95 
2,00 0,0 | 0,35] 02 | 025] 33 | 65 | 54 | 11 
2,50 0,0 | 0,45] 035] 04 | 44 | 7,4 | 6,7 | 145 
400-00 | 0,65 | 0,55] 06 | 7,75] 81 | 8,7 | 24 
max = 0,0 | 0,25] 03 | 03 | 22 | 40 | 32 | os 


























Da der Acetaldehyd ein Produkt der Garung darstellt, miiBte 
seine Rolle sich eigentlich darauf beschranken, die Induktion 
aufzuheben, mit anderen Worten, er diirfte keinen EinfluB auf die 
GairgrdéBe besitzen, ebensowenig wie das beim Hexosediphosphat 
der Fall ist; jede ttberhaupt wirksame Dosis miBte zur vollen 
GirgroBe aktivieren. Wie aber die Gegeniiberstellung der maxi- 
malen Giargeschwindigkeiten in Tab. 4 zeigt, ist das durchaus 
nicht der Fall. Vielleicht findet dieses an und fiir sich unverstind- 
liche Ergebnis seine Erklirung folgendermaBen: Die Géarprobe 
mit der geringeren Acetaldehydmenge zeigt eine etwas grdBere 
Induktionsperiode; wihrend dieser Zeit, in der die Zymase nicht 
arbeitet, erleidet diese eine gewisse Schadigung ihrer Wirksamkeit 
und ruft dann nach Abschlu8 der Induktionsperiode eine schwiachere 
Giirung hervor. DaB die Atiozymase tatsichlich sehr labil ist, 
erhellt schon aus der Tatsache, daB sich Trockenpraparate auf 
iihnliche Weise wie bei der Apozymase nicht darstellen lassen. 
Weiter wird diese Annahme gestiitzt durch folgenden Versuch: 


I. 0,2 g Atiozymase mit allen Aktivatoren. Volumen 2 ccm. 

Il. 0,2 g Atiozymase mit allen Aktivatoren, aber ohne Co-Carboxylase. 
Volumen 1,5 ccm. 

Die beiden Rohre wurden gleichzeitig in den Thermostaten versenkt, 
Rohr II erhielt nach 20 Minuten in 0,5 ccm dieselbe Co-Carboxylasemenge wie 


Rohr I, die Zusammensetzung beider Rohre war jetzt also gleich. Rohr | 
zeigte eine maximale Gargeschwindigkeit von 5 ccm CO, pro Stunde, Rohr II 


nur eine solche von 3,2. 
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Weiterhin wurde versucht den Acetaldehyd durch andere 
Substanzen zu ersetzen: 


Versuch 5. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 
0,1 com Co-Zymase (= 25 Co) -+ 9 mg Hexosediphosphat + 0,1 ccm 0,2 mol 
MgCl, + 0,5 com 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 6,35). 

Zusatze: 0,1 com 0,4 mol Dioxyaceton, 0,1 ccm 0,4 mol Natriumpyro- 
uvinat, 0,1 com 0,4 mol Acetaldehyd, 0,3 ccm 0,13 mol Methylglyoxal, 3,6 mg 
Glycerinaldehyd (= 0,04 mMol). 


Tabelle 5. 

















‘s te 6cb+ | 6cb+ | 6Cb+ | 
Zusatze woe q| Acet- | Dioxy- | Na-Pyro- |Glycerin- Methyl-| 6Cb 
ee _aldehyd aceton | uvinat |aldehyd glyoxal | 
Stunden ccm CO, 
1 04 |. 41 0,1 | 22 | 0) 20 | 0 
2 0,8 7,7 035 | 6,4 0,3 50 =| «(02 
4 13 9,3 08 | 10,4 | 0,7 | 6,1 0,4 
6 16 | 94 ‘an a” oe 0,7 





Aus diesem Versuch geht hervor, daB Methylglyoxal und 
besonders Brenztraubensaéure den Acetaldehyd bis zu einem ge- 
wissen Grade ersetzen kénnen. Da die Brenztraubensaure selbst 
vergoren wird, zeigt sich dort ein héherer Endwert. 

Aus den spéter zu beschreibenden Methylenblaureduktions- 
versuchen ergibt sich, daB in den angewandten Konzentrationen 
Methylenblau nicht imstande ist, eine Garung hervorzurufen. 


Brenztraubensauregarung. 


Die Brenztraubensiurevergérung wurde bei derselben Aciditat 
(pu = 6,85) untersucht wie die Glucosevergirung. Es war infolge 
der groBen Empfindlichkeit der Atiozymase nicht méglich, in 
saurerem Gebiet als px = 6 eine Vergirung durch Brenztrauben- 
siure zu erreichen, und es mufte deshalb in Kauf genommen 
werden, daB infolge der schnellen Alkalisierung gemaéS der Formel 


CH,COCOONa + H,O = CH,CHO + NaOH + CO, 


die Kohlenséureentwicklung bald abklang. Aber auch so wurden 
eindeutige Effekte erzielt. 
Als Beispiel sei folgender Versuch wiedergegeben : 
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Versuch 6. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,3 g Trockenhefe + 0,75 com 10°/jiger 
Phosphatpuffer (py = 6,35). 

AuBerdem zu allen Glucosegérproben: 0,15 g Glucose + 0,15 ccm Co- 
Zymase (= 25 Co) + 2,5 mg Acetaldehyd + 14 mg Hexosediphosphat 

und zu allen Brenztraubensaéuregirproben: 0,5 cem 2 mol Na-Pyrouvinat. 

Volumen 3 ccm. 


Zusatze: 0,75 ccm zersetzter Bleiniederschlag (= 9 Cb), 0,15 ccm 0,2 mol 
MgCl. 























Tabelle 6. 
| ‘Glanmoreapeens | Brenztraubenséurevergarung 
Zusitze ni Mg Co-Carb. NE, _ | Mg Co-Carb.|oAB 
Stunden es = ee CO, | 








0,0 | 0,25 | 0,85 
0,0 | 0,45 | 1,35 
3.4 | 0,05 | 0,05 | 0,6 1,65 
1,00 | 00 | 01 | 0,0 5,1 | 0,05 | 0,05 | 0,7 1,95 
82 | 01 | 01 | 09 2,15 























Die 6. und 8. Kolonne sind bereits auf Fig.3 im allgemeinen Teil 
wiedergegeben. 

AuBer der Tatsache, daf die Carboxylase ein Co-Enzym 
braucht, laBt sich aus diesem wie auch aus weiteren Versuchen 
feststellen, daB das Magnesium eine grofe steigernde Wirkung 
besitzt; der Umsatz, der in Gegenwart von zugesetztem Ma- 
gnesium schon in 15 Minuten stattfindet, wird ohne dieses erst 
in 85 Minuten erreicht. Dieses Ergebnis steht 1m Gegensatz zu 
dem Befund von Lohmann’), da8 Magnesium keine steigernde 
Wirkung auf die carboxylatische Spaltung besitze. Méglicher- 
weise sind die hier wirksamen Magnesiummengen so klein, daf 
sie nicht mehr imstande sind, eine normale Glucosevergiérung 
hervorzurufen. Das soll experimentell gepriift werden. 


Phosphorylierung. 


Es sei hier erginzend der Versuch genauer ausgefiihrt, der 
in Fig. 4 veranschaulicht worden ist. 


1) Biochem. Z. 287, 481 (1931). 
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Versuch 7. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 1,2 g Trockenhefe + 0,6 g Glucose + 
0,6 cem Co-Zymase (= 150 Co) + 0,6 ccm 0,2 mol MgCl, + 50 mg Hexose- 
diphosphat + 10 mg Acetaldehyd-+ 3 ccm 10°/,iger Phosphatpuffer (pa =6,35). 

Zusatz: 3 ccm zersetzter Bleiniederschlag (= 35 Cb). 

Volumen jeder Probe 12 ccm. 

2ccm aus jeder Mischung wurden zur Bestimmung des Garverlaufs 
benutzt; im Rest der Lésung wurde zu verschiedenen Zeiten die Phosphor- 
1 ' siure nach Embden bestimmt. 

Die Ergebnisse finden sich in Fig. 4 auf S. 158, die Zahlen beziehen 
sich auf 2 com Reaktionsmischung. 


Methylenblaureduktion. 


Aus dem folgenden Versuch geht hervor, da8 die Methylen- 
. ff blauentfarbung nicht an die Anwesenheit der Co-Carboxylase ge- 
bunden ist. 

Versuch 8. 


Zu jeder Probe: Atiozymase aus 0,2 g Trockenhefe + 0,1 g Glucose + 
9 mg Hexosediphosphat + 0,1 cem 0,2 mol MgCl, + 0,5 cem 10°/,iger Phosphat- 
puffer (px = 6,35). 

Zusatze: 0,5 com Mb 1:2000, 0,5 ccm zersetzter Bleiniederschlag (= 6 Cb), 
0,1 cem Co-Zymase (= 20 Co), 1,67 mg Acetaldehyd. 






































il ' Tabelle 7. 
z CH,CHO | CH,CHO | CH,CHO Mb Mb Mb 
. pd — |Co-Zymase |Co-Zymase ~- Co-Zymase | Co-Zymase 
n oe ae ce Co-Carb. me woh Co-Carb. 
a “a = Lote ee . . . eteasniltiniaaaiicienes 
“ Stdn. Garung in ccm CO, Zeit bis zur vollig. Entfarbung. 30° 
t FH 050 0,0 0,0 0,9 
u 1,25 0,0 0,15 3,8 > 5h 2.17’ 2.67’ 
e ff 2,00 0,0 0,3 6,2 > 5h 2,08 2,42’ 
3.95 0,0 0,5 6,8 
r- 
B Direkt anschlieBend an die Entfarbung wurden die Lésungen mit Me- 


| ’ thylenblau an Kohlensiuremanometer angeschlossen, doch entwickelte sich 
8 » (infolge Abwesenheit von Acetaldehyd) auch nach 3 Stunden keine 
Kohlensaure. 
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Uber die Oxydationsgré8e Vitamin A-haltiger Stoffe. 
Von 
Hans vy. Euler und Lucie Ahlstrém. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1931.) 


Da8B das Vitamin A als Oxydationskatalysator fungiert, ist 
schon in friiheren Arbeiten aus diesem Institut mehrmals an- 
genommen worden!), und auf die Rolle der Hydrocarotine hatten 
wir in einer vorhergehenden Mitteilung?) hingewiesen. Ferner 
haben B. und H. v. Euler seit langerer Zeit unter verschiedenen 
Bedingungen wiederholt versucht, die in der Leber lebender Ratten 
und anderer Tiere erfolgende Umwandlung von Carotin in Vita- 
min A (Moore; Kuler) in vitro durchzufiithren. Der Umstand, 
daB diese Versuche durchweg negativ ausfielen, hat die genannten 
Autoren zu der Arbeitshypothese veranlaBt, daB das Blut, und 
speziell die Bestandteile der roten Blutkérperchen, am Schicksal 
und an der Wirkung von A-Vitamin und Carotin im Tierkérper 
beteiligt sind. 

Unsere Annahmen iiber die Rolle des Vitamins A im Tier- 
kérper, insbesondere in Leber und Serum, veranlaBten uns zu- 
nichst, die Sauerstoffzehrung von Lebern zu vergleichen, welche 
infolge ungleicher Diaét verschiedene Mengen von Carotinoiden 
(einschlieBlich Vitamin A) gespeichert bzw. gebildet hatten. Die 
diesbeziiglichen Versuche (Tabelle §. 180) deuten auf einen Zu- 
sammenhang zwischen dem Carotinoidgehalt der Lebern und der 
Atmungsgr6Be hin. Wie aber bereits an anderer Stelle betont 
wurde, kann keine Proportionalitaét, kaum eine allgemeine Paralle- 
litit erwartet werden, da ja Art und Menge der Sauerstoff- 
acceptoren und Hisen-Porphyrine (Cytochrom, Hamin u. a.) in 





1) v. Euler, v. Euler u. Hellstrém, Svensk. Kem. Tidskr. 40, 256 F 


& vom | 


» und d 


(1928); Biochem. Z. 208, 370 (1928). 
2) Ahlstrém u. v. Euler, Diese Z. 200, 233 (1931). 
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' Lebern recht unabhangig von den Lipochromen und ihren Deri- 
' yaten variieren kénnen. Immerhin gaben unsere ersten diesbeziig- 


: lichen Ergebnisse Veranlassung zu einem weiteren Schritt, nimlich 
- der Untersuchung der Sauerstoffaufnahme durch die fettléslichen 


bzw. petrolaitherléslichen Extraktstoffe der Leber. 
Hier zeigte sich nun eine ausgesprochene Beziehung zwischen 
der Oxydationsgr6Be A (ausgedriickt durch die Sauerstoffaufnahme 


_ per Milligramm Substanz und per Stunde) und dem Vitamin A- 
' Gehalt, wie er in der biologischen Wachstumswirkung und an- 
' genihert auch in der Antimontrichloridreaktion zum Ausdruck 
kommt. 


Wegen der Beziehungen, welche laingere Zeit zwischen 
Vitamin A und Hydrocarotinen vermutet wurden, und welche sich 
in neuerer Zeit zwischen diesen Substanzen in Hinsicht auf die 
Absorption in Ultraviolett auch ergaben, war es von Interesse, 
die Atmungsgr6Be eines hydrierten Carotins, und zwar eines Dihydro- 
carotins in den Kreis dieser Untersuchung zu ziehen.') Einige 
Zahlen mit einem Praéparat, welches wir Herrn Prof. Dr. Karrer 
verdanken, sind in der Tabelle angefiihrt (vgl. auch 8. 178). Das 


' ausfiihrlichere Studium der AtmungsgréBe der Hydrocarotinoide, 
' welches nun zweifellos auch von anderer Seite aufgenommen 


werden wird, soll hier und in Ziirich in erster Linie hinsichtlich 
der daran beteiligten Aktivatoren (Hamin u. a.) fortgesetzt werden. 
Man findet im experimentellen Teil dieser Mitteilung unsere 
Zahlenergebnisse, und zwar zum Teil die ausfiihrlichen Einzel- 
beobachtungen angegeben. 
Die folgende Tabelle enthilt fiir eine Reihe von Olen, Leber- 


_ extrakten und Praparaten: 


In Spalte 2: Die Werte der Carr-Price-Reaktion, in C.L.0.- 
Kinheiten. 
In Spalte 3: Die GréBe des Wachstumseffektes (der Vitamin A- 


| Wirkung) per Gewichtseinheit Substanz, ermittelt in frither be- 


1) Auch der AtmungsgréBe des Carotins haben wir eine Reihe von Ver- 


suchen gewidmet. Das Carotin ist naimlich bereits vor langer Zeit als 
_ Atmungskatalysator angesprochen worden, und zwar von Arnaud [C.r. 


Acad. Sci. 109, 911 (1889)]. Auf unsere Versuchszahlen soll hier nicht naher ein- 
gegangen werden, da die Wirkungsweise des Carotins bei Oxydationen in 


' diesem Institut von anderer Seite eingehender studiert wird. Hier mag nur 


- betont werden, wie sehr viel schwacher die Sauerstoffaufnahme des von uns 


5 untersuchten Materiales durch Carotin beeinfluBt wird als durch Substanzen 


i vom Vitamin A-Typus (charakterisiert durch ihre Absorption in Ultraviolett 





4 und durch das Verhaltnis zwischen Eigenfarbe und Starke der SbCI,-Reaktion). 
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schriebener Weise unter Verwendung der in diesem Institut zy 
Vitamin A-Versuchen iwiblichen Grundkost (vgl. 5.173). Zum 
leichteren Vergleich mit der vorhergehenden Spalte ist der Wert 
eines Dorschlebertran-Standards = 2 gesetzt worden. 
In Spalte 4: Die OxydationsgréBe, ausgedriickt nach War. 
burg’) durch den Quotienten: 
cmm QO, 
an areas x Stunden 
Die angegebenen A-Werte beziehen sich auf Versuche mit 
rund 0,5 eem Flissigkeit oder Lésung. (Beziglich der Abhangig- 
keit der A-Werte von der Substanzmenge vgl. 8. 173.) Die Oxy- 
dationsgréBen fiir Vitamin A-Priparate und fiir Dihydrocarotin 


sind extrapoliert. 






} 1000 


































Wachstums- 
' effekt per | OxydationsgréBe 
Substanz C.L.O. acide, 1000 A 
einheit 
ee gk vw eae we % 0 0 2 
Dorschlebertran ...... : 






Leberextrakt aus: 




















Hai, squalus acanthias . . . 300 —~ 24 
Makrele, Scomber scombrus I 320 60 40 
desgl. IT 400 — 40 

Steinbutte, Rhombus maxi- 

ae ee era 930 140 72 
Steinbutte, Khombus maxi- 

ere ae 1400 = 166 
Vitamin A-Praparat, aus Leber 

von Scomber scombrus . . 3000 - extrap. 4090 
Rhombus max. (vgl. 8. 177) 7850 200 extrap. 1000—5000 


extrap. 500 





Dihydrocarotin, ...... 








Wie man*sieht, steigt im allgemeinen die Oxydationsgrife 
mit der Wachstumswirksamkeit, ohne daB sich eine Proportionali- 
tit zeigt. Wie schon an anderer Stelle betont, werden sich an 
anderem Material auch wohl viele Ausnahmen finden lassen, be- 
sonders infolge der Verschiedenheit der Substrate. 


Immerhin ist der Zusammenhang zwischen Vitamin A-Gehalt 
und OxydationsgréBe der Extrakte und Priparate deutlich und 










1) Warburg, Biochem. Z. 142, 317 (1923). 












































Uber die OxydationsgréBe Vitamin A-haltiger Stoffe. 


es scheint uns dies deswegen bemerkenswert, weil damit ein 


4 

experimenteller Anhaltspunkt gegeben ist fiir die che- 

rt mische Rolle des A-Vitamins und fiir dessen nahe Be- 
ziehung zu den Oxydationsvorgingen. 

r In unmittelbarem Zusammenhang hiermit steht die zweite Tat- 
sache, welche diese Untersuchung ergeben hat. Die eingangs er- 
wahnte Arbeitshypothese, daB das Blut und speziell die Bestandteile 
der roten Blutkérperchen am Schicksal und an der Wirkung von 

‘it A-Vitamin und Carotin im ‘Tierkérper beteiligt sind, hat zu Ver- 

"i suchen gefithrt, den Einflu& von Blut und von Haimin auf die Oxy- 

“a _ dationsgréBe von A-vitaminhaltigen Extrakten zu untersuchen. 

sy ps Dabei hat sich folgendes gezeigt: 


Werden diinne Schnitte von Rattenlebern, etwa 30 mg und 
etwa 20—50 qmm Oberfliche einerseits in Ringerlésung, anderer- 
seits in Blut untersucht, so ist die OxydationsgréBe der Schnitte 
e ' im Blut um das 2—3fache gesteigert, wie man aus folgenden 

Zahlen sieht, bei welchen die untersuchte Leber von Albino- 
ratten stammte, die unter normaler vitaminhaltiger, gemischter 
Kost gelebt hatten. 





1000 A 
Ringerlésung 290 390 500 380 
Blut 1360 1060 1170 1280 


Die letzten Werte sind bereits korrigiert wegen der Oxydations- 
wrOBe des Blutes selbst (versetzt mit Ringerlésung, gemischt im 
Verhaltnis 1:1). Der Sauerstoffverbrauch der Blut-Ringermischung 
betrug in 2,5 Stunden etwa 16cmm O,. Unkorrigiert wiirde 
1000 A im letzten Versuch 1500 betragen, wahrend sich durch die 
erwihnte Korrektion der A-Wert des durch das Blut aktivierten 

0 Lebersehnittes auf 1280 berechnet. 
: Auch Blutserum erhéht die OxydationsgréBen der Leber- 
schnitte. Wir haben es ebenfalls in Mischung mt Ringerlésung 


Be fs 2 
Ii verwendet. Die OxydationsgréBen der Leberschnitte erhdéhen 

sich in der Serum-Ringermisehung gegen Ringerlésung um etwa 
an ee del a Ril nd 
¥ 60°/, (wahrend die Erhéhung in Blut-Ringermischung, wie oben 
yee . j ca 

erwahnt, 200—3800°/, betragt). 

Hamin und A-Vitamin. Dieser erheblichen Wirkung der 

alt . s 
or roten Blutkérperchen entspricht ein bemerkenswerter Effekt des 


Himins auf A-vitaminhaltige Leberextrakte. Bis jetzt wurden 
nur verhaltnismaiBig wenig Versuchsreihen angestellt, und zwar 
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mit einem beziiglich Wachstumswirkung stiéirkeren Leberextrakt 
(C.L.O. = 400) und einem schwiacheren Tran (Dorschlebertran), 

Die Versuche mit einem Extrakt aus Leber von Solea vul- 
garis (Scholle) ergaben folgende Mittelwerte, geltend fiir 9 mg 
Hamin in 0,8 ecm Leberextrakt : . 


Ohne Zusatz........ 24 
11,25 mg Hamin per cem 180 
Die Werte fiir Dorschlebertran findet man §. 174 ausfiihrlich 
angegeben. Sie beziehen sich auf 2 ccm Tran. 
1000 A 
Ohne Zusatz....... 9 13 
1,1 mg Himin per ccm 21 
11,8 mg Hémin per ccm 37 
Die oxydationssteigernde Wirkung beim Dorschlebertran, der 
selbst viel weniger A-Vitamin enthialt, ist, auf die gleiche Menge 
Himin bezogen, geringer. 


Experimenteller Teil. 


Die hier gemessenen Leberextrakte wurden aus _ frischen 
Lebern hergestellt, welche wir zum Teil in der Zoologischen Station 
der Schwedischen Akademie der Wissenschaften in Kristine- 
berg gesammelt, zum Teil aus Norwegen, Dinemark und von der 
schwedischen Westkiiste direkt bezogen haben. 

Dem K. schwedischen Konsul Herrn M. Fr. Meldahl, welcher 
uns bei der Beschaffung des Fischmaterials aus Norwegen_be- 
hilflich war, sind wir zu besonderem Dank verpflichtet. 

Die Fischlebern wurden gemahlen, mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat zu einem dicken Brei verriihrt und unmittelbar unter 
Petroleumither gebracht und damit extrahiert. Es ist bemerkens- 
wert, daB der Vitamin A-Gehalt der zu verschiedenen Zeiten aus 
ganz frischen Fischen bearbeiteten Lebern stark gewechselt hat. 
So ergab eine im Juli aus Dinemark bezogene Sendung von Stein- 
buttelebern den besten bis jetzt erhaltenen Tran von 1400 C.L.O.., 
wihrend eine 6 Wochen spiter erhaltene Sendung bedeutend 
vitaminirmere Lebern enthielt. Abhnliche Variationen zeigten 
sich auch bei einer von uns untersuchten Makrelenart (Scomber 
scombrus). Die Unterschiede sind offenbar bedingt durch die 
Verschiedenheit der unmittelbar vor dem Fang der Fische von 
diesen aufgenommenen Nahrung. 
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n). & ; , 
‘ : Carr-Price-Reaktion. 
ng Bei der Ausfiihrung dieser Reaktion haben wir uns an die neue Vor- 


schrift der Britischen Pharmacopoeia Commission gehalten, und zwar an den 
Rapport des Unter-Committés fiir die Farbenprobe des Dorschlebertrans 
(Marz 1931). Dagegen haben wir die mit dem Tintometer erhaltenen Ergeb- 
nisse in C.L.O.-Einheiten (Cod-Liver-Oil-Einheiten) ausgedriickt, welche 
Zehntel der ,,blue values“ der genannten Vorschrift betragen. Man miBt im 
Tintometer die Farbenreaktion folgendermaBen: 40 mg der zu _priifenden 
ch — Substanz werden in 0,2 ccm Chloroform gelést und dieser Lésung werden 
' ccm Antimontrichlorid-Chloroformlésung (annahernd gesattigt) zugesetzt. 
Uber die Einzelheiten der Messungen wird gemeinsam mit P. Karrer bald 
eine ausfiihrlichere Mitteilung folgen. 


Wachstumsmessungen. 
| Die Grundkost fiir unsere Albinoratten war die folgende: 

ler & Casein (British Drug Houses) 20Tle. Hefe........ . 10 Tle. 
ge CE hee we we 50 ,,  Salzmischung .... 5 ,, 

: Gehartetes Arachidél . ... 12 ,,  Vigantol u. Citronensaft 
Salzmischung: NaCl .... 20 ,  MgSO,7H,O..... 20 Tle. 
KH,PO,. . . 80 ,, Ca-Lactat......20,, 
Camsro,, .@ , We. ....+.48 By, 


Die biologischen Priifungen sind in der Vitaminabteilung des hiesigen 
| Instituts von Fraulein M.Rydbom und Fraulein E. Virgin ausgefiihrt 
1€- worden. 


Bestimmungen der OxydationsgroBen. 


Die OxydationsgréBen der untersuchten A-vitaminhaltigen Stoffe und 
' einiger Vergleichssubstanzen wurden durchweg in Warburgapparaten aus- 

Je- gefiihrt. 
: Im Einsatz der WarburggefiBe befand sich stets 0,5 ccm 5°/,ige Kali- 
lauge. Die GefiBe wurden vor Einfiihrung des zu priifenden Materials mit 
Sauerstoff gefillt, im allgemeinen 7 Minuten lang, dann wurde nach Ein- 


' _ fihrung der Substanz noch eine weitere Minute mit Sauerstoff durchstrémt. 
as: Zwecks Temperaturausgleich wurde dann vor der ersten Ablesung 
us ® 10 Minuten lang im Thermostaten, der bei 37,5° gehalten wurde, geschiittelt. 
at. & Bemerkenswert ist, da8 waihrend der nachsten 90 Minuten in den meisten 
ine | allen zundchst eine Druckzunahme beobachtet wurde, so daB die Oxy- 
dationsgréBen erst nach dem spateren Sauerstoffverbrauch berechnet wurden. 
D.., ' Wir haben diese Druckzunahme zuerst dem Umstand zugeschrieben, daB die 
nd _ dickfliissigen Extrakte auch in diinner Schicht nur langsam die letzten Reste 
ei —& von Petroleumather verlieren. Dies diirfte aber nicht der einzige Grund fiir 
yer | ‘lie genannte Erscheinung sein. 
die ; Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme von dligen, zahfliissigen 


| _ Praparaten ist in einem gewissen Bereich natiirlich von der Dicke der Schicht 
on bzw. vom Verhaltnis zwischen Menge und Oberfliche abhangig. Wir haben 


versucht, uns unter der Konzentrationsgrenze von 500 mg zu halten und die 
12* 
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in der Tabelle 8S. 170 angegebenen Werte beziehen sich auf diese Mengen. 
Bei den auBerordentlich oxydabeln Vitamin A-Praparaten und beim Dihydro. 
carotin nehmen auch dann noch die OxydationsgréBen so erheblich mit der 
Verdiinnung bzw. mit abnehmender Menge der Substanz zu, daB unsere Werte 
nicht ohne weiteres mit den an Leberextrakten mit gréBeren Mengen ge. 
wonnenen verglichen werden kénnen. 

Die Fillung der WarburggefiBe mit zu kleinen Substanzmengen haben 
den Nachteil, daB zu bald ein wesentlicher Teil der Substanz durch die Oxy- 
dation verbraucht wird, wodurch die Sauerstoffzehrung bald abnimmt. Dies 
falit um so mehr ins Gewicht, als die Fiillung der GeféBe mit Sauerstoff und 
der Temperaturausgleich nur schwer auf Zeiten unter 5 Minuten verkiirzt 
werden kann, so da dann bei Beginn der Ablesungen ein Teil der Oxydation 
verlaufen ist. In der Fortsetzung der Untersuchung soll diesem Ubelstand 
dadurch abgeholfen werden, daB die Vitamin-A-haltigen Substanzen und 
Carotinoide in Gegenwart eines Uberschusses von Sauerstoffacceptor, wie z. B. 
Leinél, untersucht werden. 


B. Messungen. 


Dorschtran und Haitran mit und ohne Hamin. 


In jedem GeféB 0,5 com KOH. — Sauerstoffzehrung in cmm. 
2ccm Dorschtran = 1744 mg. 


























Minuten Ohne Zusatz + 2,2 mg Hamin | + 11,3 mg Haémin 
30— 60 — 8,4 34,7 
60— 90 _ 15,6 34,7 
90—120 3,8 18,1 36,1 
120—150 4,1 20,7 34,4 
150—180 8,7 23.3 36,1 
180—210 8,8 17,3 23.4 
210—240 11,6 13,5 30,9 
240—270 10,8 i 31,8 
10004 = | 9 | 21 | 37 


In einer zweiten Versuchsserie wurden unter sonst gleichen 
Bedingungen wechselnde Mengen von Dorschtran untersucht; 
dabei erhielten wir die folgenden Werte: 

mg Tranmenge 1856 928 464 464 
WOO A... 15. 13,7 22,4 25 22 


Wenn die WarburggeféBe mit 2 ccm Tran beschickt sind, so 


ist offenbar die Sauerstoffzufuhr noch nicht maximal; schon von — 


1 ecm an abwiarts nimmt aber 1000 A nicht mehr wesentlich zu. 


Zur Methodik sei bemerkt, daB zwar auch beim Dorschtran anfanglich 
Unterdrucke auftreten, daB diese aber friiher (etwa nach 100 Minuten) ver- 
schwinden als bei den mit Petrolither gewonnenen Leberextrakten, 
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Es mag in diesem Zusammenhang erwahnt werden, daB wir die Oxy- 
 dationsgr6Be einer frischen Butter, von normaler Vitamin-A-Wirkung (0,3 g 
der _  gureichende Tagesdose fir Ratten) zu 1000 A = 6 gefunden haben, also rund 

' 1, des Wertes fir Dorschlebertran, dem immerhin eine viel héhere Wachs- 
8& § tumswirkung zukommt. 
j Wir haben auch untersucht, ob Dorschtran die OxydationsgréBe des 
' Jeinéls erhéht, wobei das Vitamin A des Tranes als Katalysator wirken 
xy- | kénnte. Fir diese Méglichkeit haben wir aber bei Versuchen mit Mischungen 
































dies yon gleichen Teilen Leiné! und Tran keine experimentellen Stiitzen gefunden. 
und Da8 Ergosterin in Lésungsmitteln, wie Laurinester, keine sehr erheb- 
arzt 1 lichen Sauerstoffaufnahmen vermittelt, haben bereits Kuhn und Meyer’) 
ion (|  cefunden, und wir kénnen diesen Befund und die ahnliche Wirkung in Tran- 
i _ lésung mit bestrahltem Ergosterin bestatigen. : 
un 
BSE Kin Leberextrakt aus Haifisch (Squalus acanthias) wurde ohne 
_ fusatz und mit Zusatz von Himin untersucht, und zwar 9 mg 
Hamin zu 0,8 cem Leberextrakt. Die betreffenden Werte fir 
1000 A betrugen (Versuch 21): 
Ohne Zusatz ....... 24 
11,25 mg Haémin per ccm 180 
Dem gréBeren Haiminzusatz entsprechend ist nun die Zu- 
a nahme der Sauerstoffzehrung gréBer. 
Bs Leber von Makrele (Scomber scombrus) (C.L.O. 320). 
Der verwendete Leberextrakt wurde zuniachst 1 Tag lang 
im Exsiceator tiber Paraffin an der Olpumpe von den letzten 
Spuren Petrolather befreit. 
0,5 ccm 0,5 cem 0,5 cem 0,25 ccm 
Minuten = 440 mg = 440 mg = 440 mg = 216 mg 
Extrakt Extrakt Extrakt Extrakt 
en fF 90—120 1,9 24 6,0 6,4 
”" 120—150 4,9 15,9 15,7 9,9 
it 150—180 13,8 12.6 14,2 3,1 
180—210 11,4 13,2 wd = 
210—240 13,0 | 2 eee. 
10004 = | 58 | 60 | 50 | 52 
- (Die beiden ersten A-Werte sind nach 180 Minuten, die beiden 
SO ° 
letzten nach 60 Minuten berechnet.) 
on & —s 
i In einer zweiten Versuchsreihe, welche mit einem anderen 
' — Makrelenleberextrakt ausgefiihrt wurde (C.L.O. des Extraktes 
lich F = 400) warden unter den gleichen Umstiinden wie den obigen 
er- 





1) Kuhn und Meyer, Diese Z. 185, 196 (1929). 
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mit je 436 mg Extrakt in 4 Versuchen die folgenden Werte fiir 
1000 A erhalten: 
42 36 39 41 
Dagegen lieferte ein mit 128,5 mg angestellter Versuch, bei 
dem das Priparat iiber eine gréBere Oberfliche verteilt war, den 
damit nicht twbereinstimmenden, viel héheren Wert 80. 


Arachidol. 


Arachid6él, dessen’ vollstindige Unwirksamkeit als Wachs- 
tumssubstanz hier in sehr zahlreichen Versuchen festgestellt 
worden war und das mit SbCl, keinen blauen Farbenton gab, 
wurde in einer Reihe von Versuchen, auf deren ausfiihrliche Mit- 
teilung wir verzichten kdnnen, hinsichtlich der Atmungsgréfe 
untersucht. Der gréBte, mit 1888 mg Ol erhaltene A-Wert lag 
bei 6, andere waren kleiner als 1; als Mittel nehmen wir an: 

1000 A = 2. 


Praparat aus Leber von Makrele (Scomber scombrus). 
Aus einer atherischen Lésung erhalten (M. Rydbom). Der 
Ather wurde im Vakuum bei einer Badtemperatur bis zu 45° 


entfernt. 

















Minuten 47,7 mg 270,6 mg 
0—20 _ 387,5 
0—30 257,6 ts 
30—60 188,8 342,2 
60—90 140,5 mths 
90—120 121,0 we 
120—150 ©. 
1000A = 7000 | 3400 


Leberextrakt aus Steinbutte (Rhombus maximus). (1400 C.L.0.). 





























, 2 ccm = 1750 mg | 0,5 ccm = 437 mg | 2 cem = 1750 mg 
Minuten Extrakt Extrakt Extrakt 

O— 30 37,8 — 30,9 
30— 60 89,4 a 28.5 
60— 90 96,0 19 97,9 
120—150 180,6 58,5 195,1 
150—180 — 200,8 134,2 

—-1000A = | 154 (90 Min.) 166 126 
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fir — Dio biologisch wirksamsten Extrakte sind aus der Leber 
| eines Stammes von Steinbutte (Rhombus max.) erhalten worden. 
Der Extrakt, welchen wir Frl. Ebba Virgin verdanken, wurde 
zuerst an der Wasserstrahlpumpe, dann an der Olpumpe von den 














bei : 
ee Resten von Petroleumither befreit. 
Ein aus anderen Lebern von Rhombus max. hergestellter 
Extrakt, der nach einiger Zeit den etwas geringeren C.L.O- 
Wert 930 heferte, wurde in einer kiirzlich durchgefiihrten Ver- 
* suchsreihe studiert. Da sich lange Zeit Druckzunahmen statt 
- Druckabnahmen einstellten, so konnten nur die nach 150 Minuten 
2 - abgelesenen Zahlen verwendet werden. 
an, 
ht- & Pe eo 
BBe Minuten 453 mg Extrakt 181,3 mg Extrakt 
lag & 150—180 12,1 | negativ negativ 
180—210 15,7 ‘ ; 
210240 13,0 i ~ 7" 
240—270 | - 
> an 34,7 | 19,2 8,5 
300—330 24,2 | 15 5,5 
; 330—360 —- 17,8 7,3 
D } ? ) 
er 360—390 | 15,8 7,6 
45° © 390—420 | 16,7 7,6 
: 420—4150 , | 18,7 91 
450—480 21,2 12,2 
480—510 . | 17 9,1 
1000 A = | 77 | 65 | 73 
Eine zweite Versuchsreihe mit 450 mg Extrakt gab in der 
Zeit bis 120 Minuten 1000 A = 42; bis i150 Minuten 1000 A = 50. 
Ein mit 110 mg Extrakt angestellter Versuch ergab die viel 
hdhere Oxydationsgr6Be 1000 A = 208. 
. - Vitamin A-Praparate. 
Kin soleches Préparat, das durch Verseifung eines Leber- 
ae | extraktes von Hippoglossus hippoglossus und nachfolgendes Aus- 


| frieren von Sterinen dargesteilt worden war, ist von uns schon 
—.  friiher untersucht worden. Seine biologische Aktivitit, bezogen 
' auf diejenige des Dorschlebertrans = 2, betrug etwa 150. Es 
_ hatte nach Karrer 1000 A = 5000 ergeben. 
j Unsere letzten Serien sind mit einem Praparat ausgefiihrt, 
' welches von Frl. E. Virgin aus dem Leberextrakt der Steinbutte, 
i Rhombus maximus, durch Verseifen unter Stickstoff und Aus< 
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frieren der Sterine (nach Karrer) erhalten worden war. Hs zeigte den 
C.L.O.-Wert 7850; seine biologische Aktivitaét (Wachstumswirkung) 
war hoher als diejenige des Hippoglossuspraéparates, nimlich rund 
100 mal gréBer als die des Dorschlebertranes und betrug also an- 
genihert 200 internationale Einheiten, bezogen auf den vom 
Department of the Biological Standards, National Institute for 
Medical Research, London, ausgegebenen Vitamin A-Standard. 


Wie friiher wurden die durch Verseifung der Leberextrakte 
hergestellten Priparate in kleineren Mengen angewandt als die 
Leberextrakte selbst, so daB sie nicht unmuittelbar mit diesen ver- 
gleichbar sind. Die experimentelle Schwierigkeit besteht darin, 
diese sehr sauerstoffempfindlichen Priparate quantitativ in die 
WarburggefaéBe einzufiihren und diese bis zum Beginn des Ver- 
suches (der Ablesungsserien) schnell genug mit Sauerstoff zu fiillen. 
Das Priiparat wurde in atherischer Lésung eingefiihrt, der Ather 
schnell im Vakuum abgedunstet und dann der Atherdampf so 
schnell als méglich mit Sauerstoff ersetzt. 


Der Sauerstoffverbrauch war zunachst au8erordentlich stark, 
indem von 68,3 mg Substanz in 4 Minuten 576 ccm O, aut. 
genommen wurden, was eine OxydationsgréBe von 1000 A = 
126000 ergeben wiirde. Allmahlich verringert sich die Oxyda- 
tionsgeschwindigkeit, und nach 120 Minuten, wo allerdings schon 
ein wesentlicher Teil des Priparates oxydiert ist, erhalt man den 
Wert 1000 A = 28700. 


Versucht man auf Konzentrationen wie die bei den Leber- 
extrakten verwendeten zu extrapolieren, so kommt man zu Oxy- 
dationsgr6Ben von etwa 1000 4 = 1000—5000. 


Auch hier sei nochmals bemerkt, daB hier noch nicht ge- 


schieden ist zwischen der oxydationskatalytischen Wirkung der & 


Vitamin A-Praparate und der in denselben vorhandenen Sauerstofi- 
acceptoren. 


Versuche mit Dihydrocarotin (Versuche 9 und 10). 


Das Dihydrocarotinpraparat, das wir Herrn Prof. Dr. P. Karre: 
verdanken, war bis zum Einbringen in das Warburggefa8 sorg- 
faltig durch Aufbewahren unter Stickstoff vor Oxydation ge — 
schiitzt worden. Zu einem Versuch wurde die Substanz in eine § 
Glascapillare in das Versuchsgefai8 ibergefiihrt, bei einem anderen 
Versuch auf Filtrierpapier gebracht, wodurch eine gréBere An-— 


griffsoberfliche erzielt wurde. 
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Uber die OxydationsgréBe Vitamin A-haltiger Stoffe. 





In jedem GeféB 0,5 com KOH. — Sauerstoffzehrung in cmm. 


—_—_—_— 























26,2 eee te ee 
,2 mg . ihydrocar. Dihydrocar. 
ae Dihydrocar. Diby drocar. in 0,25 ccm in 0,5 cem 
auf Papier | Dorschtran Dorschtran 
0— 30 11,6 19,9 ~ 242.8 
30— 60 7,9 28,2 25,8 483,2 
60— 90 9,2 42,2 10,3 156,7 
(60—67 Min.) 
90— 120 17,4 51,1 30,0 — 
120—150 13,1 55,4 27,6 _- 
150—180 | | — - . . 
1000A = | 1000 | 6700 8600 23.500 
Dorschtran 1000 A = 299 214 








In zwei anderen Versuchen wurde das Dihydrocarotin in einem 
Lésungsmittel von geringer eigener AtmungsgréBe, nimlich in 
Dorschlebertran gel6st und kam in dieser Lésung zur Untersuchung. 
Bei dieser Verteilung zeigte das Dihydrocarotin einen noch gré8eren 
1-Wert als die reine, auf Filtrierpapier ausgebreitete Substanz. 


Katalase- und Vitamin A-Gehalt 
in Lebern carotinarm und carotinreich ernahrter Ratten. 


Die Vermutung, da8 Vitamin A am Oxydationssystem des 
lierorganismus beteiligt ist, hat Versuche veranlaBt, die Lebern 
von Ratten nach carotinarmer und carotinreicher Diat hinsicht- 
lich ihrer Oxydationsgr6Be und hinsichtlich ihres Katalasegehaltes 
zu vergleichen. Abgesehen von den speziellen Fragestellungen be- 
zuglich des Oxydationssystemes der Leber bildet ja das Zu- 
sammenwirken der Katalase mit Oxydationskatalysatoren, welche 
Peroxyde bilden kénnen, ein allgemeines und wichtiges Problem. 

Das bis jetzt gesammelte Material ist indessen noch nicht 
ausreichend fir eine Beurteilung des Reaktionsmechanismus. 
Aus den Daten der folgenden Tabelle kénnte man geneigt sein, 
den Schlu8 zu ziehen, da8B Katalase und Oxydationsgr6Be in einem 
zegensatzlichen Verhaltnis stehen. 

Es ware dies zwar nicht im Einklang mit friiheren Anschau- 
ungen, die von den manchmal zutreffenden, aber keineswegs 
allgemeinen Beobachtungen ausgingen, da8 anaerobe Bakterien 
sehr arm an Katalase sind. Wie aber schon Virtanen gelegent- 
lich betont hat, liegen die Verhiltnisse bei Bakterien nicht so 
einfach, und noch weniger trifft dies hinsichtlich tierischer und 
pflanzlicher Gewebe zu. 
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Ratte Schicht-| 1000 A as = Katalase | 
Nr. dicke | Ringer Blut Serum Loésung| 1000 k | Kat. f 
3054**) | 0,6 2800 | | 540] Min. | 
2393%*) | 0,4 2260 | | 330 118 65,8 
2836**) | 0,4 6800 | 90 41,4 64,6 
3059**) | 0,48 | 4000 | | 60 | 10,4;14 36,5; 47,6 
3057 *) 0,45 6800 | 120 10,3 | 33,4 
3116 **) 0,4 3500 | 
2885**) | 0,5 6700 | | 200 12 40,6 
2835 **) | 150 12 41,3 
2844 **) | | 129 | 42,2 
2879**) | 05 9700 — | 9 11,5 38,3 
3110 **) 7500 5 10,7 35,6 
3117 **) 8600 — | 5 13,9 | 46,2 
3048 *) 0,35 | 3300 | | 230 6,9 23,1 
2934 *) 0,5 6000 | 200 17 61,1 
2979 *) 7800 | | 8 | 166 | 55,3 
1 3100 | 
S| 2 7800 | | 
65) 3 7000 | | 
ao) 4 2900 | 13600 | 7780 | 
2. | 16 3900 | 4800 | 10570 | 
17 11700 | | 
*) Geringe bzw. keine Gewichtszunahme. **) Gute Gewichtszunahme. 
Zusammenfassung. 


Aus den hier mitgeteilten orientierenden Messungen geht 
hervor, daB Leberéle (Leberextrakte) eine hohe Oxydationsgréfe 
(gemessen durch die Sauerstoffaufnahme per Milligramm Sub- 
stanz und per Stunde) besitzen, und zwar hat sich dies besonders 
bei solechen Leberextrakten gezeigt, in welchen die Antimon- 
trichloridreaktion nach Carr-Price und die Wachstumswirkung 
sehr stark gefunden worden ist. 

Auffallend hoch sind die OxydationsgréBen bei hochwertigen 
Vitamin A-Praparaten aus Leberdlen. 

Man kann diesen Befund, der erst eine weitere Ausarbeitung 
erfahren soll, mit der Hypothese in Zusammenhang setzen, dal 
das Vitamin A an den Oxydationsvorgingen im Tierk6rper 
wesentlich beteiligt ist. 














Uber Desmo- und Lyo-trypsine der farblosen Blutkérperchen. 


Siebente Abhandlung tiber Enzyme der Leukocyten. 
Von 
Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, November 1931.) 


Theoretiseher Teil. 


In der zweiten und der fiinften Abhandlung!) dieser Reihe 
war begonnen worden, die proteolytischen Wirkungen der Blut- 
zellen zu beschreiben. Auf den Ergebnissen hinsichtlich des leuko- 
cytiren Trypsins, die nachfolgende Autoren nicht richtig ver- 
werteten, fu8t die vorliegende Arbeit; sie seien darum in Kiirze 
zusammengefaBt : 

1. Die Leukocyten, entgegen alteren Angaben auch beim 
Pflanzenfresser, enthalten Trypsin, auBerdem Kathepsin und 
mehrere Peptidasen. 

Die Trypsinwirkung ist bei den Leukocyten eines Fleisch- 
fressers héher als bei denen eines Pflanzenfressers. Auf 1 g trockene 
Leukocyten treffen beim Hund 0,15—0,33, beim Pferd 0,078 bis 


_ 0,16 Einheiten ,,komplexer tryptischer Wirkung™. 


2. Das Trypsin der frischen Hundeleukocyten ist (im Gegen- 
satz zu pankreatischem Trypsin) sofort vollaktiv, weder beim 
Stehen noch mit Enterokinase zunehmend. 

3. Die Leukocyten vom Pferd sind frisch nur sehr schwach 
tryptisch wirksam. Ihre Glvcerinsuspension wird beim Stehen 


' viel wirksamer, der Glycerinauszug enthilt Hemmungskérper. 


4. Mit Aceton gewaschene Pferdeleukocyten (Trockenleuko- 


cyten) sind sogleich tryptisch vollaktiv, wahrscheinlich von Hem- 


mungskérpern befreit. 


1) Diese Z. 185, 267 (1929); 188, 107 (1930). 
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5. Diese Leukocyten erfahren weder frisch, noch in Glycerin- 
auszigen oder Autolysaten durch Enterokinase Aktivierung der 
Trypsinwirkung, aber manchmal die Glycerinsuspensionen. 

6. Leukocytires Trypsin geht nur zum Teil in Lésung, bei 
EKinwirkung von Glycerin oder bei Autolyse ohne Glycerin. 

7. Auch das unlésliche Trypsin der Leukocyten wird nicht 
durch Enterokinase aktiviert. 

Diese Beschreibung wurde durch eine spatere Untersuchung 
von K. G. Stern?) erginzt; wir entnehmen thr folgende Sitze, 
die von Bedeutung sind: 

Aus dem leukocytiren Trypsinkomplex lieB sich Enterokinase 
nicht durch Tonerdeadsorption (nach E. Waldschmidt-Leitz*) 
abtrennen. 

Trypsin der Leukocyten und der Pankreasdriise unterscheiden 
sich im Verhalten gegen Mangan-, Hisen- und Selenit-Ion. 

Wenn K. G. Stern aus diesen Beobachtungen folgert, leuko- 
cytires und pankreatisches Trypsin seien wahrscheinlich zwei 
selbstindige Enzyme verschiedener Herkunft, so l4Bt diese Aut- 
fassung unberiicksichtigt, da wir auch in der Pankreasdriise 
einen Anteil von unléslichem und schon ohne Zusatz von Entero- 
kinase vollaktivem Trypsin nachgewiesen haben.*) Und gegen sie 
spricht gewiB die in unserer VI. Abhandlung mitgeteilte Bildung 
zweier verschiedener Lyo-amylasen aus demselben Leukocyten- 
material. Es ist wahrscheinlicher, daB auch in den einzelnen 
Lyo-trypsinen verschiedene Abbaustufen oder Umwandlungspro- 
dukte vorliegen, die aus Desmo-trypsin hervorgegangen sind.*) 

Um das tryptische System der Leukocyten in seinem natir- 
lichen Zustand kennenzulernen und mit pankreatischem Trypsin 
zu vergleichen, bedarf man einer besseren, némlich schonenderen 
Methodik als der bisherigen, wie sie auch noch in unserer letzten 
(VI.) Abhandlung angewandt wurde. An Beispielen verschiedener 
Enzyme suchen wir nach Arbeitsweisen, die bei der Priifung von 
Zellen und bei der Abtrennung der Enzymlésungen von den Zell- 
resten oder Organresten autolytische Vorgainge médglichst aus- 
schlieBen. In vielen Fillen, z. B. bei Leukocyten und bei Pilzen, 
entsteht dann ein wesentlich anderes Bild der enzymatischen 


1) Diese Z. 199, 169 (1931). 

2) Diese Z. 182, 181 (1923), und zwar S. 235. 

8) Diese Z. 188, 107 (1930), und zwar S. 118. 

4) Zur Bezeichnung Lyo- und Desmo-enzyme vgl. die VI. Abhandlung 
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Ausristung als bei der iblichen Untersuchung, die auf postmortale 
Verinderungen zu wenig Riicksicht nimmt. Die ersten Verbesse- 
rungen bestehen im Entwissern der Zellen durch Aceton und 
Ausziehen mit 100°/,igem (statt wasserhaltigem) Glycerin. Der 


‘ slycerinunlésliche Trypsinanteil (gemessen als ,,komplexe Trypsin- 
' wirkung“‘?) in T.-(e.)) geht bei 14/,stiindigem Ausziehen von 
- etwa 40°/) (mit 60°/,igem Glycerin) auf etwa 22°/, (mit 100°/,igem 


Glycerin) zuriick. Dabei ist aber einer Gefahr nicht vorgebeugt. 
Um die Glycerinlédsungen von den Zellresten abzuzentrifugieren, 


muB man sie mit Wasser verdiinnen, wenigstens mit dem gleichen 
' Volumen; dadurch werden die Bedingungen fiir Autolyse ge- 
_ schaffen und diese setzt wirklich in der Zeit des Zentrifugierens ein, 
; um so mehr, als dabei die Temperatur ansteigt. Daher besteht 
| eine Verbesserung im sorgfaltigen Kiihlen beim Vermischen der 
' Glycerinsuspension mit Wasser und Kalthalten der Fliissigkeit 
_ bis zam Ende des Abtrennens. Der Anteil léslichen Trypsins geht 
so auf etwa 16°/, zuriick. 


Dieses Ergebnis ist noch dadurch beeintriachtigt, daB schon 


' bei der Isolierung der Leukocyten, nimlich bei dem hiufigen 
_ Auswaschen mit physiologischer Kochsalzlésung an der Zentrifuge, 
| wie es zur volligen Abtrennung der Erythrocyten und der Blut- 
_ plittchen notig ist, ein betrachtlicher Teil der Leukocyten zerstért 
_ und der Autolyse preisgegeben wird. Unvollstandiges Auswaschen 


' mit salzhaltigem Wasser, nur einmaliges, ist vorzuziehen, aber 


' selbst dann ist eine geringe Beimischung abgetéteter Leukocyten 
_ beim Arbeiten im gréBeren MaBstab nicht zu vermeiden. Der 
- glycerinlésliche Anteil des Trypsins ist dann in gut gelungenen 
_ Versuchen viel geringer, ungefihr 4—11°/,. Wihrend die Mehr- 
| zahl dieser Bestimmungen nur mit Einschrinkung verwertbare 
| Schitzungen sind, da ja die Peptidasewirkung der tryptischen 
_ Gefolgschaft leistet (,,komplexe Trypsinwirkung‘), kommt diesen 
_ Werten, eben je niedriger sie ausfallen, um so mehr Beweiskraft zu. 
_ Aus den Versuchen ist zu folgern, daB die lebenden Blutkérperchen 
' zum gréBten Teil unldsliche Proteinasen enthalten. Erst bei der 
' Einwirkung von wasserhaltigem Glycerin oder beim Suspendieren 
| in waBrigen Flissigkeiten entsteht durch enzymatische Freilegung, 
' unter Umstinden autokatalytisch, Lyo-trypsin. 


1) Diese Z. 188, 112 (1930); die dort mitgeteilte Briicke fiir die Um- 


' rechnung unserer Messungen in Trypsineinheiten ist noch durch folgenden 
_ Zusatz zu vervollstandigen: Die angewandte Trypsinmenge von 0,015 Einh. 


_ bewirkt Spaltung entsprechend 3,98 ccm 0,05/n-KOH. 
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Die Zahl der zu unterscheidenden Trypsine ist wie die der 
Amylasen mit der Kennzeichnung von glycerinléslichen und -un. 
léslichen noch nicht erfaBt. Von den Desmo-trypsinen ist, was 
noch viel genauer untersucht zu werden verdient, eine Fraktion (q) 
lésbar durch sehr verdiinnte Salzsiiure und Soda. Einen weiteren 
Unterschied zwischen der von waBrigen Elektrolytlésungen auf- 
lésbaren Fraktion und dem bei der Autolyse auftretenden glycerin. 
léslichen Trypsin kennen wir noch nicht, wihrend bei den Amylasen 
das Phosphaterfordernis die «-Lyo-amylase und die Glycerinhemm- 
barkeit die elektrolytlésliche 6-Desmo-amylase kennzeichnet und 
unterscheidet. 

Nach wiederholtem Ausziehen mit sdéure- und mit alkali- 
haltigem Wasser gelingt es durch Proteolyse, z. B. mit Papain, einen 
betrachtlichen weiteren Anteil (f-Desmo) des Trypsins in Lésung 
iiberzufiihren. SchlieBlich, nach wiederholter, erschépfender Ver- 
dauung mit Papain, enthalten die Zellreste noch immer Desmo- 
trypsin, eine Fraktion y, die in noch unbestimmter Weise proto- 
plasmatisch gebunden ist. Alle diese Fraktionen stimmen darin 
iiberein, daB sie (ebenso wie nach unserem friiheren Befunde?) das 
Trypsin der Speicheldriisen) der Aktivierung durch Enterokinase 
nicht bediirfen. Diese Kennzeichnung gilt wie fiir das glycerin- 
lésliche so fiir das in elektrolythaltigem Wasser lésliche Trypsin 
und auch fur das durch Papainwirkung freigelegte. Davon unter- 
scheiden sich das Trypsin des Pankreassaftes und das der Pan- 
kreasdriise mit Glycerin entzogene durch ihr Kinaseerfordernis. 
Es wird deshalb zweckmaBig sein, das an sich vollaktive leuko- 
cytiire Lyo-trypsin als « von dem kinaseerfordernden pankreatischen, 
f, zu unterscheiden. Daf in den friiheren Versuchen mit Glycerin- 
suspensionen der Leukocyten, nimlich nur mit diesen, Entero- 
kinase mitunter eine Aktivitaétszunahme bewirkte, kénnte dadurch: 
bedingt sein, daB durch Umwandlung von Desmotrypsin im Ver- 
lauf der Autolyse neben tiberwiegendem « unter Umstinden auch in 
untergeordnetem MaB8e /-Lyo-trypsin entstiande. 

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Trypsinfraktionen 
sind vermutlich auf die Zusammensetzung des die wirksame 
Gruppe tragenden Komplexes zuriickzufiihren, der in den Lyo- 
trypsinen in weiter abgebautem Zustand als in den Desmo-trypsinet 
anzunehmen ist. Ein unldéslicher, aber der Proteolyse leicht zu- 


1) III. Abhandlung, R. Willstatter, E. Bamann u. M. Rohdewald, 
Diese Z. 186, 85 (1929). 
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ginglicher _Komplex ist einem Teil des Desmo-trypsins im Gegen- 
satz zu y eigen. Diejenigen Trypsine, die der Enterokinase nicht 
bediirfen, enthalten vielleicht die aktivierende Gruppe als einen 
Bestandteil des Enzymkomplexes selbst. Das Trypsin der Pan- 
kreasdriise scheint hingegen in tiberwiegender Menge der Kinase- 
cruppe beraubt zu sein, so da8 seine proteolytische Aktivitét nur 
auf Grund der Bildung von Kinase und der Vereinigung mit ihr 
zustande kommen kann. 

Das leukocytaére Trypsin unterliegt, wie man bei der Priifung 
von Frischleukocyten aus Pferdeblut (zum Unterschied vom 
Hundeblut) beobachtet, der Hemmung durch Zellbestandteile, die 
mit Hilfe von Aceton entfernt werden kénnen und die auch beim 
Stehen der Glycerinsuspension, wohl infolge von Autoxydation, 
unwirksam werden; es sind vermutlich Sulfhydrylverbindungen.!) 
Ahnliche Beobachtungen haben die Herren W. Grassmann und 
H. Dyckerhoff zufolge freundlicher Privatmitteilung in den 
letzten Jahren bei Trypsinpraparaten aus der Pankreasdriise ge- 
macht, die tryptisch fast unwirksam waren und die beim Be- 
handeln mit Aceton ohne Zusatz von Enterokinase tryptische 
Aktivitét gewannen. 

Das Ergebnis, daB die Proteinasen an verschieden konsti- 
tuierte, zum Teil unlésliche Zellbestandteile gebunden vorkommen, 
steht in einem gewissen Gegensatz zu der Folgerung, die in seinen 
sorgfaltigen Untersuchungen itiber krystallines Pepsin J. H. Nor- 
throp*) vor kurzem gezogen hat. Es ist J. H. Northrop ge- 
glickt, an alte Angaben von C. A. Pekelharing’) ankniipfend, 
in der Form von krystallinem Eiweif schéne Priparate von 
Pepsin darzustellen, deren Verhalten z. B. bei Denaturierung und 
Regenerierung verfolgt wurde. Auch krystallines Trypsin ist von 


E ihm dargestellt worden.4) J. H. Northrop kommt zu dhnlichen 


Schliissen wie friiher J.B. Sumner) bei der Untersuchung 
seines hochwertigen Praparates der Urease, eines krystallinen 
Globulins. Northrop betrachtet naémlich den EiweiSkérper als 
das Enzym selbst: ,,the proteolytic activity is a property of the 
protein molecule itself.“ 


1) Vgl. dazu W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, 
Diese Z. 186, 183 (1930). 

*) J. Gen. Physiol. 18, 739 (1930); 18, 767 (1930); 14, 713 (1931). 

8) Diese Z. 22, 233 (1896). 

4) J.H. Northrop u. M. Kunitz, Sc. 78, 262 (1931). 
*) J. of biol. Chem. 69, 435 (1926). 
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Nach unseren Beobachtungen werden die Gesamtkomplexe, 
an welche die Proteinasen (namlich Desmo-pepsin, -trypsin, 
-kathepsin und ferner Hefeenzyme) urspriinglich gebunden sini, 
durch autolytische Vorginge angegriffen und schhieBlich kurz wii 
klein geschlagen, ohne daB die aktive Gruppe des Enzyms zerstirt 
oder wesentlich beeintrachtigt wird. Ahnlich, aber in streng ge. 
regelter Weise wird eine Desmoproteinase durch eine sezernierend¢ 
Driise abgebaut, z. B. durch die Pankreasdriise und durch dic 
Driisen der Magenschleimhaut. Und ahnlich wie in den auto. 
lytischen Vorgangen wird im planmaBigen und vorbildlichen Experi- 
ment der Proteolyse (durch gesamtes oder einheitliches Trypsin oder 
durch Papain) nach E. Waldschmidt-Leitz und F. Steiger- 
waldt*) der Proteintrager der Sumnerschen Urease abgebaut, 
so weit, daB die Fallbarkeit durch Sulfosalicylsiure fast ganz 
aufhért: die Aktivitét der Urease wird nicht dadurch beein- 
trichtigt. Soleche Versuche miiBten auch unternommen werden, 
um die krystallinen Pepsin- und Trypsinpriparate von Northrop 
systematisch zu proteolysieren. 

Der Auffassung von der Proteinnatur der Enzyme?) steht 
der Erklarungsversuch gegeniiber, dai die spezifisch wirksame 
Gruppe eines Enzyms an einen kolloiden Trager gebunden ist, 
dem sie ihre Bestandigkeit verdankt. Es erscheint uns aber als 
zweifelhaft, ob man die Proteine des Pepsins, der Urease, des 
leukocytaéren Trypsins u. a. als fiir die Enzyme notwendige kolloide 
Trager betrachten soll. AuBer den beiden Méglichkeiten, daB ent- 
weder die Proteine den Enzymen selbst gleichzusetzen sind oder 


1) Diese Z. 195, 260 (1931); vgl. J. Zakowsky, diese Z. 202, 249 (1931). 
2) An die Auffassung Northrops und Sumners von den Enzymen 
erinnert der Stand unserer Kenntnis vom Insulin. Diese Beziehung wird in 
den SchluBfolgerungen erwahnt, die K. Freudenberg und W. Dirscher! in 
ihrer letzten Abhandlung iiber Insulin [Diese Z. 202, 192 (1931)] ziehen, leider 
ohne Beriicksichtigung des von E. Waldschmidt-Leitz und F. Steiger- 
waldt erzielten Fortschritts. Jene theoretischen Betrachtungen von Freu ‘en- 
berg und Dirscherl] stehen nicht gut im Einklang mit den ersten Erfolgen, 
zu denen die Anwendung der Adsorptionsmethodik gefiihrt hat, namlich mit 
der von E. Dingemanse in E. Laqueurs Laboratorium erzielten Wirksan- 


SEN aah 


ie 


on ar 4 ee gee jn pena ee 


he 


keitssteigerung des Insulins aufs 4fache [Arch. Néerland. de Physiol. de ‘ 


Vhomme 12, 259 (1927) und Arch. f. exper. Path. 128, 44 (1928)], von deren 


Reproduzierbarkeit sich W. Dirscherl iiberzeugt hat [Diese Z. 202, 116 ; 


(1931)]. In die EiweiBkette eingebaute peptidartige Verkniipfungen einfacher 


Aminosauren, denen die spezifische Wirkung des Insulins zugeschrieben wird. 5 


wiirden auch bei der Reinigung durch Adsorption kaum solche EinbuBe an 
Bestandigkeit zeigen, wie sie beim Insulin beobachtet wird. 
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daB sie als kolloide Trager der aktiven Gruppe wirken, gibt es 
: nimlich eine etwas andere Auffassung, eine Erweiterung der 
| zweiten. Das Enzym, aus einer aktiven Gruppe und dem not- 


wendigen kolloiden Trager noch unbekannter Art bestehend, kann 
mit verschiedenen anderen hochmolekularen Stoffen assoziiert, z. B. 
yesammen mit Proteinen in Form von festen Lésungen oder von 
Adsorptionsverbindungen auftreten, oder sein kolloider Trager 
kann mit weiteren EiweiBgruppen oder anderen hochmolekularen 


' Stoffen chemisch verbunden sein. Fiir diese Weiterentwicklung 
' der Vorstellung vom kolloiden Trager spricht, da8 bei weitgehendem 
' Abbau, z. B. von Urease, das Wirkungsvermégen genau konstant 


bleibt, wahrend schon bei den verhialtnisméfig untergeordneten 
konstitutionellen Differenzen zwischen den Oxyhamoglobinen ver- 
schiedener Tierarten die enzymatischen Wirkungen (Peroxydase- 
werte) scharf abgestuft sind.1) Der Globulinrest der Urease scheint 
also nicht diejenige Bedeutung fiir die Ureasewirkung zu haben 
wie die Globinkomponente beim Hamoglobin. Seitdem wir unsere 
Beobachtungen iiber die Beschaffenheit der Saccharaselésungen 
aus Hefe so zu erkliren versuchten*), daB das Enzym seinen 
kolloiden Trager zu wechseln vermége, je nach der Art und Weise 


| wie die Zellauflosung geleitet werde, sind neue Tatsachen bekannt 
‘ | geworden, so in dieser und in der vorangegangenen Arbeit, durch 


_ beginnendes Eindringen in das Wesen der protoplasmatischen 
_ Verankerung eines Enzyms. Wir nehmen nicht an, daB den ver- 


schiedenen bald auftretenden, bald verschwindenden Reaktionen 
der Saccharasebegleitstoffe (Tryptophanreaktion, Millonsche 
Probe, Reaktion auf Hefegummi) die Bedeutung von Nachweisen 
der eigentlichen kolloiden Enzymtraiger zukomme. Nach den 
Erfahrungen an Desmo- und Lyoenzymen wird fiir weitere Ar- 
be1wn die Annahme wegleitend sein, da8 die eigentlichen Enzym- 
komplexe, notwendige kolloide Trager mitsamt den aktiven 
Gruppen, auf verschiedene Weise auch an gré8ere protoplasmatische 
Komplexe von Eiwei8- und von Kohlehydratnatur gebunden in 
den Zellen vorkommen und daf der nachweisbare Wechsel der 


_ enzymfihrenden Kolloide die gesamten enzymhaltigen Komplexe 
| betrifft, von denen sich unbeschadet der enzymatischen Aktivitat 
_ Bestandteile abtrennen lassen. 





1) R. Willstatter, u. A. Pollinger, Diese Z. 130, 281 (1923). 
*) R. Willstatter, K.Schneider u. E.Wenzel, XII. Abhandlung 


iiber Invertin, Diese Z. 151, 1 (1925/26), und zwar S. 7. 
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Experimenteller Teil. 


Isolierung der Leukocyten. 

Die in der VI. Abhandlung verzeichneten jahreszeitlichen 
Schwankungen in den Ausbeuten beim Verarbeiten von Pferdeblut 
fanden wir bestitigt. Sie sind so bedeutend, daB es sich fiir den 
Tierphysiologen wohl lohnen wird, den Ursachen (z. B. dem Ein. 
fluB verschiedener Fiitterung) nachzugehen. Im folgenden stellen 
wir von den Versuchen der Monate Juli und Oktober 1931 die 
Einzelausbeuten, auf 1 Liter Blut bezogen, nebeneinander: 

Juli: 1,5, 2,8, 2,8, 4,5, 3,8, 2,1, 2,5, 2,5, 3,8, 2,4, 2,8, 2,8, 2,0 ¢. 

Mittelwert: 2,7 g. 
Oktober: 1,5, 1,8, 1,8, 1,2, 1,8 g. 
Mittelwert: 1,3 g. 
Diese praparativen Ausbeuten bedeuten freilich durchaus 


i 


Be el a ied 


keine Bestimmungen der Leukocytengehalte des Blutes. Vielmebr 
sind die Verluste beim 6—7 maligen Auswaschen in der Zentrifuge F 
erheblich. Aber bei der GleichmaBigkeit der Versuchsausfihrung F 
gehen die Ausbeuten den wirklichen Leukocytengehalten des F 
Blutes einigermaBen parallel. Beim menschlichen Blut begegnet F 
man bekanntlich groBen Schwankungen der Leukocytenzahlen’), F 
es fehlt aber an der Kenntnis von GesetzmaBigkeiten und Ursachen. F 


Man scheint (auch bei Tieren) noch nicht begonnen zu haben, 


den Zusammenhang zwischen dem Gehalt des Blutes an Leuko- : 
cyten und der Versorgung (Auffiillung) der Driisen zu erforschen. F 


Die beim Menschen beobachteten Differenzen der Leukocyten- 


zahlen beruhen zu nicht geringem Teile nur auf Schwankungen in F 


der Versorgung der Capillargebiete. 


Nach dem mikroskopischen Bild pflegen die Hamburger-f 


Leukocyten zu einem merklichen Teil nicht mehr unversehrt zu 
sein, wenn man sie zur vollkommenen Abtrennung der Erythro- 
cyten und Blutplattchen viele Male mit physiologischer Kochsalz- 
lésung unter Zentrifugieren ausgewaschen hat. Wahrend nach 
Abtrennung des Plasmas und in gut gelungenen Versuchen sogat 
noch nach einmaligem Auswaschen die Leukocyten sehr klar und 
fast durchwegs tadellos erhalten sind, nimmt bei haufigerem Waschen 
und Zentrifugieren die Anzahl geplatzter, zerrissener und nament- 


1) Handb. d. norm. u. pathol. Physiologie, VI. Bd., 1. Halfte, 1. Teil B 
S. 52 (1928) (K. Birker) und 2. Halfte, 2. Teil, S. 701 (1928) (R. Seyder- F 
helm). 
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i 
i lich an den Randern angegriffener Zellen zu. Sie farben sich dann 
' nicht mehr sch6n an, sie zeigen Beimischung von Gerinnsel. 

Auch eine Fraktionierung der Blutkérperchen erfolgt dabei. An- 


= fangs ist die Zahl der (nach kombinierter May-Griinwald- und 
lut _ Giemsa-Farbung) schén dunkelblauen, rundkernigen Lympho- 
len _ cyten bedeutend, im Endprodukt treten sie stark zuriick hinter 
‘i- — den polymorphkernigen Neutrophilen und Eosinophilen (Granula) 
" und den groBen Monocyten. Nur einmal gewaschene Priparate 


| weisen noch mindestens 5°/, Erythrocyten auf und einen feinen bliu- 
' lichen Schleier von Blutplattchen, der wie jene nach haufigem 
)g. F Auswaschen feblt. 

‘ Fir einige der nachstehenden Versuche wurden die Roh- 
| leukocyten nur ein einziges Mal, hauptsachlich zur Beseitigung 
- von anhaftendem Plasma, mit salzhaltigem Wasser angeriithrt und 
_ nach Kihlung auf 0° rasch abzentrifugiert. Die Temperatur stieg 
chr | dabei auf 8° Fiir alle Versuche stellten wir sofort mit viel Aceton 
_ Trockenpréparate dar und behandelten sie ein zweites Mal mit 


wi - Aceton, dann Aceton—Ather und Ather. 

ling z Die schon in der V. Arbeit beobachtete Zunahme an tryp- 
net | tischer Wirkung bei dieser Behandlung mit Aceton, die ein neues 
n!),  Beispiel anschaulich machen soll, 1&8t sich kaum anders erkléren 
en, | als durch Weglésen von Hemmungskérpern. 

en, a) Frischleukocyten, angew. = 80 mg Trockengewicht, be- 


ko- — wirkten bei px = 7,2 in 24 Stunden Caseinspaltung entsprechend 

en. — 09,70 com 0,05 n-KOH. b) Hingegen bewirkten dieselben Leuko- 

‘en- —— cyten, acetongetrocknet, und zwar nur 60mg, Spaltung ent- 

1inff sprechend 2,85 ccm. Aus diesen Werten ,,komplexer Trypsin- 
_ wirkung‘‘ wiirden sich fir 1 g trockene Leukocyten a) 16, b) 151 kl. 

er-— T.-(e.) ergeben. 

ue LaBt man diese Trockenleukocyten 4 Stunden in Glycerin- 


nro- : suspension stehen, so erfolgt nicht, wie es bei Frischleukocyten 
alz- | geschieht, eine Aktivitaétszunahme oder nur eine geringfiigige: 
ach F unter den angefiihrten Bedingungen entsprach die Spaltung 3,00 cem 
gat 4 0,05 n-KOH. 

‘i | Bildung und Vermeidung von «-Lyo-trypsin. 

we i Trockenleukocyten liefern bei einstiindiger bis eintagiger Kin- 


_ wirkung von wasserhaltigem, naimlich 40—60°/,igem Glycerin 
Tel E | tryptisch wirksame Lésungen, die geméB der Tab. 1 Anteile von 
der-— ‘®nscheinend 84—40°/, des gesamten Trypsins enthalten. Wurde 
| | bei ein- oder zweitigigem Stehen in Glycerin etwas Ammoniak 
13* 
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Es 
as 
- 

mh 


gugesetzt, so zeigte sich im ganzen ein Riickgang der Casein- 
| spaltung (von 9,3 auf 6,7 kl. Einheiten in Versuch 3a und b der 
| Tab. 1), wahrscheinlich infolge der Zerst6rung von Peptidase, die 
' natirlich an der komplexen tryptischen Wirkung Anteil hat. In 
einem solehen Versuche (Nr. 3b) war die zugunsten der auto- 
' lytischen Freilegung eingestellte Reaktion betrichtlich alkalisch, 
' pimlich po = etwa 9. Der Anteil an glycerinléslichem Enzym 
| stieg in diesem Falle durch tryptische Selbstverdauung auf 
‘etwa 70°/, an. 
- Ersetzt man das verdiinnte Glycerin durch wasserfreies, so 
“— finden sich etwa 20—32°/, Trypsin gelést in den auf iibliche Weise 
" gewonnenen Ausziigen (Tab. 2, Versuch 1—3). In diesen Fiallen 
EE, wurde die wasserfreie Glycerinsuspension der Leukocyten mit dem 
“"F gleichen Volumen Wasser verdiinnt und abzentrifugiert, danach 
| der Riickstand mit Wasser wieder mit Hilfe der Zentrifuge nach- 
| gewaschen; die Waschflissigkeit kam zum Glycerinauszug. Wah- 
‘® rend des Abzentrifugierens des Glycerins und beim Nachwaschen 
~—~f findet also die Autolyse Gelegenheit, denjenigen Anteil des pro- 
_ teolytischen Enzyms in Loésung zu bringen, der leicht freizulegen ist. 
%® Dies machte ein spaterer Versuch (Nr. 4 der Tab. 2) deutlich, 
' als in einen vorsichtig (bei 7°) abgetrennten Glycerinauszug 1,4 kl. 
T.-(e.) ibergingen [ideal filtriert gedacht 1,65 (e.)| und beim Nach- 
waschen der Zellriickstaénde mit 50°/,igem Glycerin an der Zentri- 
‘fuge, wobei die Temperatur auf 9° stieg, weitere 1,5 kl. T.-(e.) 
'gelést wurden; dies war natiirlich nur durch rasch verlaufende 
_Autolyse mdglich. 
Die Absicht der hier mitgeteilten Versuche war nicht, die 
-Ausbeute an Lyotrypsin zu steigern, sondern im Gegenteil durch 
|Unterdriickung postmortaler enzymatischer Vorginge der ana- 
lytischen Erfassung des urspriinglichen Zustands naéherzukommen. 
Diesem Zweck diente sorgfaltige Kiihlung beim Verdiinnen der 
Glycerinsuspension mit Wasser und wiahrend des Abzentrifu- 
gierens; wir unterbrachen das Zentrifugieren mehrmals, um von 
euem zu kiihlen. Der Anteil an Lyotrypsin sank (im Versuch 5 


SCit Buy ee” 


halten 


7, 


-4 










~g4pder Tab. 2) auf beispielsweise 17°/,. 

Se Die Zerstérung der Blutzellen und die Autolyse beginnt aber 
w schon wiéhrend des mehrmaligen Auswaschens der Leukocyten an 
2. f der Zentrifuge. In einigen weiteren Versuchen begniigten wir 
+ ns deshalb mit nur einmaliger Verdringung des anhaftenden 


Plasmas durch kalte physiologische Kochsalzlésung, wenn auch 
ie Leukocyten unter diesen Umstinden von Erythrocyten und 
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Blutplattchen nicht ganz frei waren. Die Versuche (Tab. 8) sind 
unregelmabig ausgefallen. Das Praiparat des Versuchs 1 erwies 
sich unter dem Mikroskop als stark beschidigt, das von Versuch 2 
stellenweise erheblich angegriffen, von Versuch 8 gleichmaBig sehr 
gut erhalten. Der ungleichen Erhaltung der Zellen entsprachen 
die Befunde von léslichem Trypsin. Die Menge des Lyotrypsins 
ging bei der vorischtigen Isolierung namlich auf 16 und 11 und 7%, 
zuriick. 

Im letzten Falle gab ein Teil desselben Leukocytenmaterials 
bei weiterem hiaufigen Auswaschen mit salzhaltigem Wasser ein 
ganz farbloses, homogenes Priparat von Blutkérperchen; von 
diesem gaben 100 mg Trockengewicht an wasserfreies Glycerin 
2,0 kl. T.-(e.) ab, wahrend die nur einmal und rasch gewaschenen 
Leukocyten unter gleichen Umstainden nur 0,9 (e.) in Lésung 
gehen lieBen. 

Desmo-trypsine. 

In den von den Glycerinausziigen abgetrennten Zellresten ist 
gemaB den Beispielen der Tab. 2 und 8 der gr6Bte Teil des Trypsins 
enthalten, namlich, soweit man aus der komplexen Trypsinwirkung 
schlieBen kann, 68—93°/, des gesamten. Das glycerinunlésliche 
Trypsin erfaéhrt durch Enterokinase, ein Préiparat aus der Darm- 
schleimhaut des Schweines, keine Aktivierung, ebensowenig die 
von den Zellresten abgetrennten Glycerinlésungen. 


Vorausgeschickt sei ein Versuch mit den Trockenleukocyten selbst: 
Betrag der Caseinhydrolyse ohne Kinase 2,85, mit ihr 2.40 ccm 0,05 n-KOH. 

Versuch mit Fraktionen aus 60 mg Trockenleukocyten, mit 60°/,igem 
Glycerin 11/, Stunden behandelt ; Caseinspaltung wie in Abhandlung V; pq=§8,3. 
Das Lyotrypsin bewirkte Caseinspaltung entsprechend 1,39 com, mit Kinase 
1,42 ccm 0,05 n-KOH. 

Desmotrypsin aus derselben Menge bewirkte Spaltung entsprechend 
0,90, mit Kinase 0,91 com KOH. 

Im Gegensatz zu den Desmoamylasen (vgl. Abh. VI) unterliegt das 
gesamte Desmotrypsin keiner Hemmung durch Glycerin. 

Vorversuch mit Trockenleukocyten, 50 mg; py (am Ende) = 6,8. Die 
Caseinspaltung erforderte 1,72 ccm 0,05 n-KOH, mit 1 ccm 86°/,igem Glycerin 
(in der Titrationsprobe von 5 ccm) 1,88 ccm. 

Versuch mit Desmotrypsin aus 80 mg Trockenleukocyten (Riickstand 
von 61/, Stunden Behandeln mit dem 20fachen 43°/,igen Glycerin); pa=7,2. 
Die Zellreste bewirkten ohne Glycerin Caseinspaltung entsprechend 1,66 ccm, 
mit 1 ccm wasserfreiem Glycerin (in der Titrationsprobe von 5 ccm) Spaltung 
entsprechend 1,70 ccm 0,05 n-KOH. 

Vom Desmo-trypsin lift sich durch elektrolythaltiges Wasser 
eine Fraktion («) in Lésung iiberfiihren, z. B. durch verdiinnte 


Sodalésung und verdiinnte Salzsaure. 
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Versuch 1: Trockenleukocyten werden mit dem 12fachen 100°/,igen 
Glycerin 1 Stunde extrahiert, dann mit 100°/,igem Glycerin unter Kiihlung 
nachgewaschen. Die tryptische Wirkung von 80 mg entsprach vor dem Aus- 
ziehen mit Glycerin 9,5 kl. T.-(e.), wovon 1,8 in Glycerin gingen. 


Bei 2maligem Eluieren mit 0,5°/,iger Na,CO,-Lésung waihrend 10 Minuten 
gingen in Lésung 1. 1,7 kl. Einh. (0,87 ccm Spaltung), 2. keine meBbare 
Menge mehr. In den Zellresten, die in zihe, schleimige Klumpen verwandelt 
und fir die Bestimmung nicht recht geeignet waren, fanden sich noch etwa 
2,1 kl. Einheiten. 

Versuch 2: Ein nur von Plasma einmal frei gewaschenes Leuko- 
cytenpraparat, acetontrocken, wurde mit 0,002°/,iger Salzsiure 10 Minuten 
ausgezogen, mit Wasser nachgewaschen. Darauf folgte Behandlung mit 
0,01°/,iger Na,CO,-Lésung und wieder mit Wasser. Mitsamt den Wasch- 
flissigkeiten enthielt der saure Auszug 1,4, der nachfolgende alkalische 1,0 kleine 
Finheiten. 


Nach dieser Abtrennung des elektrolytléslichen Anteils («) 
konnte durch Papain bei px = 5,9 eine ansehnliche weitere Frak- 
tion (f) freigelegt werden, aber niemals das gesamte Desmo-trypsin. 
Die Zellreste, die durch das zur Verfiigung stehende (aktivator- 
haltige) Papainpriparat auch ohne Blausiéurezusatz weitgehend 
aufgezehrt wurden, behielten selbst nach wiederholter langdauernder 
proteolytischer Behandlung tryptisches Wirkungsvermégen, wofiir 
Zusatz von Kinase nicht erforderlich war. 


Versuch 1: Zellreste nach 22 Stunden Ausziehen von Trockenleuko- 
cyten mit 43°/,igem Glycerin; auf jede Titrationsprobe treffen 80 mg Trocken- 
leukocyten, die mit einem Gehalt von 5,6 kl. T.-(e.) der Proteolyse unter- 
worfen wurden. 28 mg Papain wirkten bei pq = 5,9 3 Stunden lang ein. 
Das Proteolysat bewirkte Caseinspaltung entsprechend 1,20, der Riickstand 
entsprechend 1,54 ccm 0,05 n-KOH. 


Versuch 2: Die Zellreste waren durch 11/, Stunden Extraktion von 
0,8 g Trockenleukocyten mit 43°/,igem Glycerin dargestellt; sie enthielten in 
der Titrationsprobe 6,3 kl. T.-(e.). Wir lieBen 60 mg Papain bei py = 5,9 
6 Stunden bei 30° einwirken. Die Riicksténde wurden zur Bestimmung 
isoliert, ausgewaschen und geteilt. Eine Halfte unterwarf man erneuter Be- 
handlung mit 30 mg (frischem) Papain und zwar 17 Stunden bei 30°. 


Der Wert der Caseinspaltung war fiir das erste Proteolysat 1,3, fiir das 
zweite nur 0,38, fiir die Zellreste der ersten Einwirkung 2,7, der zweiten 
1,53 eem 0,05 n-KOH. 


Versuch 3: Das Ausgangsmaterial (aus 0,8 g trockenen Leukocyten) 
bestand in den mit verdiinnter Salzsiure und Soda behandelten Zellresten 
(Abtrennung von «) des voranstehenden 2. Versuchs. Erste Papainbehandlung 
mit 40 mg wahrend 4 Stunden bei 30° und pq = 5,9. Dabei verwandelten 
sich die Zellreste in eine zihe, schleimige Gallerte, wovon die Verdauung nur 
feine Teilchen iibrig lieB. Das Unldsliche wurde an der Zentrifuge abgetrennt 
und ungeteilt ein zweites Mal mit sehr viel Papain, 53 mg, 17 Stunden bei 
30° behandelt. 
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Das erste Proteolysat bewirkte Caseinspaltung entsprechend 1,35, das 4 
zweite 0,91, die letzten Zellreste, auffallend wenig Substanz, entsprechend ff 
0,79 com 0,05 n-KOH. a 


Trypsingehalte in (scheinbaren) kl. Hinheiten. : qt 
1. Versuch. Proteolysat 2,5, Zellreste (y-Desmotrypsin) 8,3. FF 
2. Versuch. Proteolysat, erstes 2,7, zweites 0,38. Zellreste 
nach erster Papainbehandlung 5,1, nach der zweiten (y) 3,3. 


8. Versuch. Proteolysat, erstes 2,8, zweites 1,8. Zellreste 
nach 2 Papainbehandlungen (y) 1,5. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit unseren aufrichtigsten 
Dank aus. 
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: Zur Frage nach der chemischen Natur der Pankreasamylase. 


(18. Abhandlung titber Pankreasenzyme in der von 
R. Willstaétter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe.) 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Max Reichel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 38. Dezember 1931.) 


Uber die chemische Natur der pankreatischen Amylase haben 


R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse?) 
_ vor Jahren Untersuchungen angestellt. Ihr Ergebnis war die 
| Feststellung, daB die Amylase, deren Reinigung durch Adsorptions- 
' mittel bis zu hdheren Reinheitsgraden gefiihrt war, keine Re- 


aktionen von Proteinen und ihren Abbauprodukten mehr zeigte. 
Diese Feststellung ist angegriffen worden. H.C. Sherman, 


' M.L. Caldwell und M. Adams?) haben inzwischen wiederholt 
| berichtet, daB es auch unter Anwendung von Adsorptionsverfahren 
| nicht gelungen sei, die Pankreasamylase von Proteinsubstanz zu 
' befreien. Entsprechend den alteren Befunden von H.C. Sher- 
' man und M. D. Schlesinger?) erhalten sie die Meinung aufrecht, 
_daB das pankreatische Enzym EiweiBnatur besitze oder Kiweib 
| als wesentlichen Bestandteil enthalte. 


Wir haben die Frage nach der EKiwei8natur der Pankreas- 


_ amylase erneut und mit verinderter Methodik zu prifen unter- 
'nommen. Denn es galt auch dem gewichtigen Einwande*) zu 
_ begegnen, da8 die fritheren Ergebnisse der Reinigung und Kenn- 





1) Diese Z. 126, 143 (1922/23) und zwar S. 168; 142, 14 (1924/25) und 


‘ zwar §S. 16. 


2) J. Amer. chem. Soc. 48, 2947 (1926); J. of biol. Chem. 88, 295 (1930). 
3) J. Amer. chem. Soc. 33, 1195 (1911); 84, 1104 (1912); 37, 1305 (1915); 


' vgl. auch H.C. Sherman, Proc. Nat. Acad. Sci. Washington 9, 81 (1923). 


4) H.C. Sherman, M.L. Caldwell u. M. Adams, J. Amer. chem. Soc. 


: 48, 2947 (1926); vgl. dazu die Bemerkungen von R. Willstatter, E. Wald- 
' schmidt-Leitz u. A.R.F. Hesse, Diese Z. 142, 14 und zwar S. 30ff. 
(1924/25), 
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zeichnung, an den durch Dialyse inaktivierten Enzympraparaten 
gewonnen, zu giinstige, daB die Aussagen tiber die chemische Zu- 
sammensetzung der Praparate durch Substanzverluste bei der Dia. 
lyse gefalscht seien. Es hat sich gezeigt, da& man zu einer Entschei- 
dung iiber die EiweiBnatur der Amylase sogar eine weitgehende 
Reinigung des Enzyms, die auch verlustreicher ist, entbehren kann. 
Wenn die Amylase durch Adsorption mit Tonerde und mit Kaolin 
(bei px = 5) von den begleitenden Enzymen der Pankreasausziige, 
die wir kennen, von der Lipase und den proteolytischen, getrennt 
und durch weitere Behandlung mit Tonerde (bei pp = 7) und mit 
HKisenhydroxyd (bei po = 5) von Begleitstoffen befreit wird, so 
geniigt die Fallung des Enzyms mit etwa dem doppelten Volumen 
Aceton, um mit einem Schlage alle EiweiBreaktionen zum Ver- 











schwinden zu bringen. Die mit Aceton gefallten Enzympraparate ' 


enthalten drei Viertel der vor der Fallung gemessenen amylatischen 


Aktivitét und dariiber; sie geben auch nicht spurenweise die F 


iiblichen EiweiBproben, mit Ninhydrin, mit Millonschem oder 
Molischschem Reagens, auch nicht die Biuretraktion, wahrend 
diese Reaktionen mit den Mutterlaugen der Acetonfallungen noch 
stark positiv ausfallen. 

Es ist also ein leichtes, Pankreasamylase in aktiver 
Form und frei von Proteinsubstanz zu gewinnen. Aber die 
Frage nach ihrer chemischen Natur ist damit nur in einem nega- 
tiven Sinne beantwortet. Sie hat auch in dieser Fassung heute 
keine tiefere Bedeutung mehr. Denn seit den Untersuchungen von 
R. Willstatter und seiner Schule!) hat sich die Anschauung fast 
allgemein durchgesetzt”) und bewahrt, daB man bei der Zusammen- 


setzung der Enzyme einen kolloiden Trager, welcher veranderlich fF 


sein kann, und daneben die eigentlichen enzymatisch aktiven und 
spezifischen Gruppen zu unterscheiden hat. Die Kennzeichnung 
der spezifischen aktiven Gruppen der Enzyme vor allem, der man 
in manchen erfolgreichen Arbeiten zur praparativen Isolierung aus 
neuerer Zeit®) noch nicht Rechnung getragen hat, nicht nur die 





1) Vgl. R. Willstaitter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Z. 128, 1 und 
zwar 8. 45 u. 59 (1922). 

2) Vgl. dazu z. B. auch A. Fodor u. L. Frankenthal, Biochem. Z. 223, 
101 (1930). 

3) Vgl. J. B. Sumner, J. of biol. Chem. 69, 435; 70, 97 (1926); J. B. 
Sumner u. D. B. Hand, Naturw. 16, 145 (1928) (Urease); J. H. Northrop, 
J. of gen. Physiol. 18, 739, 767 (1930); 14, 713 (1931) (Pepsin); J. H. Nor- 
throp u. M. Kunitz, Science 78, 262 (1931) (Trypsin); dazu die Bemerkungen 
bei E. Waldschmidt-Leitz u. F. Steigerwaldt, Diese Z. 195, 260 (1931). 
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yon kolloiden Tragern ist anzustreben. Hier hat man erst auf dem 
Gebiete der Oxydationsenzyme tiefergehende Einblicke gewonnen. 
Die aktive Gruppe der Katalase ist von K. Zeile und H. Hell- 
str6m1), die der Peroxydase von R. Kuhn, D.B.Hand und 
M. Florkin?) durch indirekte Analyse als eine Eisen—Porphyrin- 
verbindung erkannt worden. Eine solche Erkenntnis erscheint 
wesentlich. Denn auf die enzymatische Aktivitét wird die Natur 
des jeweiligen kolloiden Trigers mehr von quantitativem, mehr 
von unspezifischem EinfluB sein.) Daneben aber wird man auch 
die Frage zu beachten und zu priifen haben, ob und inwieweit die - 
Natur der fir die Stabilitét des kolloiden Tragers verantwort- 
' lichen Ionen eine spezifische ist.*) 





Versuche. 


1. Zur Darstellung enzymatisch einheitlicher Amylase. 


In der 2. und 8. Abhandlung dieser Reihe’) ist die Ab- 
_trennung der zu jener Zeit bekannten pankreatischen Begleit- 
enzyme Lipase und Trypsin von der Amylase beschrieben worden. 


oP Die Lipase wurde aus dem Gemisch durch Adsorption mittels 


Tonerde bei saurer Reaktion, dann das Trypsin ebenfalls bei 
_ saurer Reaktion mit Kaolin entfernt. Die Aussage, daB die Amylase, 
die unter diesen Umstiinden der Adsorption nicht unterliegt, 
' so enzymatisch homogen werde, bedarf nach den neueren Er- 
H fahrungen iiber die Zusammensetzung des proteolytischen Systems 
_ in der Pankreasdriise einer ergiinzenden Priifung ; denn neben dem 
Trypsin, der Proteinase, sind nun schon vier andere proteolytische 


1) Diese Z. 192, 171 (1930); K. Zeile, ebenda 195, 39 (1930/31). 
2) Naturw. 19, 771 (1931); Diese Z. 201, 255 (1931). 
3) Vgl. dazu die Beobachtungen iiber die wechselnde peroxydatische 
» Aktivitat des Oxyhamoglobins verschiedener Herkunft [R. Willstatter u. 
_A.Pollinger, Diese Z. 180, 281 (1923)} und iiber den EinfluB stickstoff- 
J itigr Verbindungen auf die peroxydatische Wirkung des Himins [R. Kuhn 
'u. L. Brann, Diese Z. 168, 27 (1927). 
: 4) Vgl. die Beobachtungen von A. K. Balls u. Fr. Kéhler [Naturw. 19, 
4q _ 737 (1931)] iiber die Bedeutung der Phosphationen fiir die Aktivitaét von 
| stealing oder die Befunde von R. Willstatter u. M. Rohde- 
'wald [Naturw. 19, 745 (1931)] tiber den besonderen Einflu8 von Phosphat 
| auf die Wirksamkeit von Amylase aus Leukocyten. 
7 5) 2. Abhandlung: R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese 
. Z. 125, 182 und zwar S. 172ff. (1922/23); 3. Abhandlung: R. Willstatter, 
_E.Waldschmidt-Leitz u. A.R.F. Hesse, ebenda 126, 143 und zwar 
. BS. 160ff. (1922/23). 
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Enzyme, Protaminase!), Carboxypolypeptidase*), Aminopolypepti- 
dase und Dipeptidase®), in den Pankreasausziigen zu unterscheiden, 

Auch die Abtrennung dieser neu aufgefundenen proteoly- 
tischen Enzyme von der Amylase gelingt, wie wir in Tab. 1 belegen, 
auf dem damals eingeschlagenen Wege. Denn von ihnen teilen 
Protaminase und Carboxypolypeptidase unter den angewandten 
Bedingungen das Adsorptionsverhalten der Proteinase, die beiden 


Tabelle 1. 


Abtrennung der Amylase von begleitenden Enzymen. 


[Versuch 1: 10,0 cem Glycerinauszug aus Trockenpankreas + 50 ccm H,0 + 
1,0 com n. Acetatpuffer von px = 5,0, adsorbiert unter Eiskiihlung mit 25 ccm 
Tonerdesuspension Cy, (= 0,213 g Al,O;), dann noch 2mal mit 12 ccm der 
Tonerde (= je 0,102 g Al,0,); Adsorptionsmutterlauge noch 2mal der Ad. 
sorption mit je 12,5 ccm Kaolin (HCl-behandelt, enthalt 0,224 g) unterworfen. 
Versuch 2: 10,0 cem Glycerinauszug -++- 25 com H,O + 10 ccm 0,1 n. Acetat- 
puffer von px = 5,0, adsorbiert mit| 25 ccm Tonerde C, (= 0,213 g Al,0,), 
darauf mit 4,0, mit 7,0 und endlich mit 6,0 cem Kaolinaufschlammung (= 71,6, 
bzw. 125,3 bzw. 107,4 mg). Angaben bedeuten praktische Ausbeuten.| 





| 


Versuchs-Nr. 








Prot- | Carboxy-| Amino- 





Amy- : Prote- * Diper 
lane Lipase} = jase — poly- poly- ‘a 
Gepriifte Bb wirkung*)| peptidase | peptidase 
Lésung : ie of ei on 
ach’ sel lac] SS las] S fee] & [se] & 
; Q x : 
< a St £: ° 5 








Glycerin. |22,8|—]5,0| —120/—| 0,90 | —|0,228 | —] 0,0309, —| 0,07% 
aUuszug 
Tonerde- |10,3)45] 0 | 0 | 57;47] — |—J]0,0115) 5 0 0 0 
restlésung 
Kaolin. |3,53;16]0;);0] 0; OF O |O] O |O7 O | O] 0 
restlésung 
Tonerde- | 14,2|62}1,5)30J}—!—} — |—] — |-—| — |---| - 
restlésung 
Kaolin- 9,7;43}0;0] 0 OF O 0 0 0 0 0 0 
restlésung | 












































1) E. Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A. Schaffner u. L. Weil, 


Diese Z. 197, 219 (1931). 
2) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929). 
8) E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Ballsu. J. Waldschmidt-Graser, 
Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 
4) Vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A. Schaffner u. 


L. Weil, Diese Z. 197, 219 und zwar S. 229 (1931). 
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' ereptischen Peptidasen das des fettspaltenden Enzyms; diese 
_ werden also durch die Tonerde, jene durch das Kaolin adsorbiert. 
| So la4Bt sich durch 8malige Einwirkung der Tonerde und durch 
2malige Behandlung mit Kaolin bei saurer Reaktion enzymatisch 
' einheitliche Amylase gewinnen, wenn auch unter erheblichen Ver- 
- justen an dem Enzym. Fiir die priparative Darstellung von 
' Amylase wird dieses Verfahren zweckmaBig durch ein weniger 
_ verlustreiches ersetzt, nimlich eine nur einmalige Adsorption mit 
' Tonerde und eine 8malige Einwirkung des Kaolins. Die Ab- 
' trennung der Lipase, die nach 1 maliger Einwirkung von Tonerde - 
nur eine unvollstindige ist, wird durch das Kaolin zu Ende gefiihrt, 
' man gelangt auch auf diesem Wege zu enzymatisch einheitlicher 
| Amylase. 


2. Gewinnung eiweiBfreier Amylasepraparate. 


Adsorptionsverhalten enzymatisch einheitlicher 
Amylase. 


Die vorliegende Untersuchung bestatigt und erweitert die in 
friheren Mitteilungen!) niedergelegten Erfahrungen, wonach es 
der Amylase in reinerem Zustande an Adsorptionsaffinitaten 
mangelt. Wenn man in roheren Lésungen des Enzyms noch seine 


' Adsorption z. B. an Tonerde und bei neutraler Reaktion beob- 
'achtet, so ist diese auf den Einflu8 von Begleitstoffen zuriick- 


zufiihren; mit deren Entfernung durch Voradsorption nimmt die 
Adsorbierbarkeit der Amylase ab und verschwindet endlich ganz 
(Tab. 2, Versuch 1). Dies gilt auch fiir die Adsorption durch Ton- 
erde in Gegenwart von Alkohol, dessen Einflu8 auf rohere Enzym- 
lésungen ein adsorptionsférdernder ist”); denn es zeigt sich, daB 
nach geniigend oft wiederholter Voradsorption mit Tonerde auch 
aus alkoholhaltiger Lésung gar keine Amylase mehr von Tonerde 
aufgenommen wird. Zwar findet man sie in diesem Zustande noch 
adsorbierbar durch das stirker basische EHisenhydroxyd; wie 


| Indessen der Vergleich des Adsorptionsverhaltens in den urspriing- 


lichen und in den mit Tonerde vorbehandelten Lésungen ergibt, 


/nimmt die Adsorbierbarkeit des Enzyms durch Eisen mit der 
| Reinigung betrichtlich ab (Tab. 2, Versuch 2 u. 8). In anderen 
_ Versuchen, die wir hier nicht anfiihren, ist es gelungen, die Amylase 


1) Vgl. dazu die 3. Abhandlung dieser Reihe, Diese Z. 126, 143 und zwar 


| 8. 165ff. (1922/23), sowie die 10. Abhandlung, ebenda 142, 14 (1924/25). 


*) Vgl. die 3. und 10. Abhandlung dieser Reihe, a. a. O. 
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durch eine Reihe von Voradsorptionen so weitgehend von adsorp. 
tionsférdernden Begleitstoffen zu befreien, daB sie auch von Eisen 


gar nicht mehr aufgenommen wird.) 


Tabelle 2, 

Verhalten enzymatisch einheitlicher Amylase gegeniiber Tonerde 
und Eisenhydroxyd. 

[Amylaselésung, wie oben (Tab. 1, Versuch 2) beschrieben, von begleitenden 

Enzymen befreit, angewandt 35 ccm; Bestimmungen ausgefiihrt mit aliquoten 

Teilen der Adsorptionsmutterlaugen. ] 






































‘ R A Adsor. 
5 : Tie A biert 
‘ << -__ 

4 Gepriifte Lésung £6 |: | Zusatz von 4 
5 Siren x i 
g Se] x 3 2 
> - & < 
] Ausgangslésung — |j— — 0,97 | — 
n. Ads. m. 3,0ccm Tonerde C, 25,5] 7 — 0,77 | 0,20 
,, folg. Ads. m. 3,0 cem Tonerde Cy} 25,5] 7 ~- 0,68 | 0,09 
” 99 29 ” 3,0 com 99 9° 25,5 7 ee 0,47 0,21 
’ 99 9° 3,0 ccm 99 99 25,5 7 cae 0,40 0,07 
ager ys gs 3,0 COM ——— 25,5] 7 — 0,36 | 0,04 
” ” 99 ” 3,0 ccm ” 99 25,5 7 20 "I. Alkoh. 0,36 0 
”? > 9° 99 3,0 ccm 9° 9° 25,5 7 20 °/, ” 0,37 0 
2] Ausgangslésung, entspr. Vers. 1 
voradsorbiert — |— ~ = 0,45 — 
n. Ads. m. 5,0 ccm Eisengel 175 | 5 | 20°/, Alkoh. | 0,29 | 0,16 
» 95 +, 5,0 ccm ”» 175 71 20% 5, 0,14 | 0,31 
3 | Ausgangslésung (0,97 Am.-E.) 
n. Ads. m. 5,0 ccm Eisengel 175 | 7 ~- 0,17 | 0,80 § 
», folg. Ads. m. 3,0 com Eisengel 105 | 7 —~ 0 0,17 | 


Verfahren zur Abtrennung von EiweiB. 

Fiir die Darstellung eiweiBfreier Amylasepraiparate ziehen wir 
die Abtrennung der adsorptionsférdernden, eiweiBartigen Begleit- 
stoffe mittels Voradsorption dem friiher*) befolgten Verfahren vor, 
welches in der Adsorption des Knzyms selbst aus alkoholhaltiger 
Lésung an Tonerde und darauffolgender Elution bestand. Denn 
dieses Verfahren hat den Vorteil, da8 es uns rasch und in reprodt- 
zierbarer Weise zu elweiBfreien und aktiven Trockenpraparaten zu 
gelangen erlaubt. Die erzielbare Steigerung des enzymatischen 


1) In solchen Fallen beobachtete man indessen noch eine betrachtliche 
Adsorption des Enzyms durch das starker basische Berylliumoxyd. 
2) Vgl. die 10. Abhandlung dieser Reihe, und zwar S. 32ff. 
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Reinheitsgrades, im Amylasewert ausgedriickt, findet man indessen 
geringer. Die neue Methode, die wir anwenden, besteht in einer 
3maligen Behandlung der von Begleitenzymen befreiten Amylase 
mit Tonerde der Sorte C, bei neutraler Reaktion, das drittemal 
unter Zusatz von Alkohol, und in einer folgenden Behandlung mit 
Kisenhydroxyd bei po = 5,0; aus der eingeengten Mutterlauge 
von der Eisenadsorption wird dann das Enzym mit dem doppelten 
Volumen Aceton gefallt. Wir beschreiben das Verfahren nach- 
stehend an einem Beispiel. 

Beispiel fiir die Darstellung eiweiBfreier Amylase. a) Tonerdeadsorption_ 
bei po = 7. 71 ccm enzymatisch einheitliche Amylaselésung, wie in Tab. 1, 
Versuch 2 bereitet, mit 9,70 Am.-E. (0,10 ccm, 10 Min.: 50,6 mg Maltose; 
k = 0,0137) wurden bei neutraler Reaktion der Einwirkung von 6,0 ccm Ton- 
erde Cy (= 51 mg Al,O,), darauf von 3,0 ccm der Tonerde (= 25,5 mg AlI,O,) 
unterworfen, sodann nach Zusatz von 96°/,igem Alkohol bis zu einem Alkohol- 
gehalte von 20°/, nochmals mit 3,0cem der Tonerde behandelt; die in der Zen- 
trifuge abgetrennte Adsorptionsmutterlauge enthielt in 88 ccm noch 9,67 Am.-E, 
(0,125 com, 10 Min.: 51,5 mg Maltose; k = 0,0139), d.i. 99°/, vom Enzym. 

b) Eisenadsorption bei pp = 5. 88 ccm der mit Tonerde behandelten, 
also Alkohol enthaltenden Amylaselésung (mit 9,67 Am.-E.), mit n-Essig- 
siure auf pp = 5 gebracht und mit 20ccm Wasser verdiinnt, wurden mit 
4,0 cem gealterter Eisenhydroxydsuspension (= 140 mg Fe,O,) versetzt; die 
rasch mit der Zentrifuge getrennte und neutralisierte Adsorptionsrestlésung 
(105 cem) enthielt dann noch 7,30 Am.-E. (0,20 cem, 10 Min.: 51,5 mg Maltose; 
k = 0,0139), d. i. 75°/, von der Amylase in der Ausgangslésung. 

c) Fallung mit Aceton. Die Mutterlauge der Eisenadsorption (105 ccm) 
wurde unter vermindertem Druck bei einer Temperatur von 18—22° auf ein 
Volumen von 40 ccm eingeengt; ihr Gehalt an aktiver Amylase fiel dabei 
auf 4,93 Am.-E. (0,10 ccm, 10 Min.: 46,3 mg Maltose; k = 0,0123). Nun 
fallte man die eingeengte Lésung mit 80 ccm Aceton und léste den in der 
Zentrifuge abgetrennten und mit 66°/,igem Aceton gewaschenen Niederschlag 
in 20ccm Wasser wieder auf. Die waBrige Lésung enthielt dann noch 
3,49 Am.-E, (0,10 ccm, 10 Min.: 48,9 mg Maltose; k == 0,0131), d. i. 36°/, vom 
Amylasegehalt der Ausgangslésung; ihr Gehalt an Trockensubstanz, durch 
Abdampfen auf dem Wasserbade bestimmt, betrug 2,0 mg, entsprechend dem 
Amylasewert 17,5. 

Mit 1,0 ccm der Lésung (enthaltend 0,175 Am.-E.) fielen die 
EiweiBproben mit Ninhydrin und mit Millonschem Reagens und 
die Biuretprobe, auch die Reaktion auf Kohlenhydrat nach 
Molisch vollkommen negativ aus. Mit dem aliquoten Teile der 
durch Einengen auf dem Wasserbade von Aceton befreiten Mutter- 
lauge von der Acetonfallung beobachtete man indessen eine stark 
positive Reaktion mit Ninhydrin. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
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Co-Zymase und Adenosintriphosphat. 
Von 


Ragnar Nilsson und Hans vy. Euler. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1931.) 


Nachdem der Nachweis gebracht worden war, daB bei der 
alkoholischen Garung in der Hefe und bei der Milchséurebildung 
im Muskel die aus Hefe und Muskel erhaltenen Kochsafte sich als 
Co-Enzym bei diesen 2 Reaktionen gegenseitig vertreten kénnen, 
wurde angenommen, daB das Co-Enzym der Milchséurebildung 
identisch ist mit dem Co-Enzym der alkoholischen Garung, der 
Co-Zymase. Diese Annahme hat sich wahrend einer Reihe von 
Jahren als eine fruchtbare Hilfshypothese bewahrt. Nachdem 
nun durch die Untersuchungen von Lohmann!) die aktivierende 
Wirkung der Adenosintriphosphorsiure (sowie der Adenylsaure) 
bekannt geworden ist, erhebt sich als ein wesentliches Problem 
auf diesem Gebiet die Frage: In welcher Beziehung stehen die 
Aktivierungen durch Adenosintriphosphat und durch Co-Zymase ? 

Lohmanns Annahme da8 hier ,,eine Spezialisierung der 
Wirkungen vorliegt, 14Bt noch manches unerklart. Zuniachst ist es 
dabei auffallend, daB die zwei betreffenden Substanzen sowohl in 
der Hefe als im Muskel gleichzeitig vorhanden sind. Nach Loh- 
mann ist die Adenosintriphosphorsiure als das eigentliche Co- 
Enzym der Milchséurebildung anzusehen. Auch die Co-Zymase 
vermag fhnlich wie die Adenosintriphosphorséure als Co-Enzym 
der Milchséurebildung zu wirken. Jedoch ist nach Lohmann 
diese Wirkung wahrscheinlich dadurch bedingt, daB die Co-Zymase 
,in Gegenwart von Glykogen zu einer Adenosinpolyphosphorséure 
verestert wird, die dann erst ihrerseits das eigentliche Co- Ferment 





1) K. Lohmann, Naturw. 19, 180 (1931); Biochem. Z. 287, 445 (1931). 
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der Milchséurebildung darstellt‘.. Auch bei der alkoholischen 
Girung findet Lohmann, daB die Adenosintriphosphorsiure (und 
auch die Adenylsaéure) als Co-Enzym wirksam ist; jedoch stellt 
er in neuester Zeit fest, daB in diesem Falle die Co-Zymase viel 
stirker aktiviert. Eine Verunreinigung der Adenosintriphosphor- 
siurepraéparate durch Co-Zymase hilt er auf Grund der ver- 
schiedenen Léslichkeiten der Adenosintriphosphorsiure- und der 
Co-Zymasesalze fiir ausgeschlossen. 

Beziiglich der Funktion der Adenosintriphosphorsiure als 
Co-Enzym der Milchséurebildung haben wir keine eigene Erfahrung.. 
Dagegen sind wir bei einer Untersuchung iiber die aktivierende 
Wirkung bei der alkoholischen Garung von verschiedenen Adenosin- 
triphosphorséurepraparaten zu einem, wie es scheint, entscheidenden 
Ergebnis gekommen, welches die friiheren Resultate von v. Kuler 
und Myrback?) gut bestatigt. Es hat sich néimlich herausgestellt, 
daB die aktivierende Wirkung der Adenosintriphosphorsiure von 
Praparat zu Praparat stark schwankt. Herr Prof. Dr. 8. Embden 
war so freundlich, uns Adenosintriphosphatpriparate zu iber- 
lassen, und im Institut von Prof. O. Meyerhof hat Herr Dozent 
Dr. Lohmann fir uns in liebenswiirdigster Weise ein Adenosin- 
triphosphatpraparat dargestellt, wofiir wir den genannten Herren 
verbindlichst danken. 

Bei einem gut gereinigten Praparat von Herrn Dr. Lohmann 
konnte schlieBlich eine girungsaktivierende Wirkung nicht mehr 
festgestellt werden. Wie zu erwarten war, treten bei der Ver- 
wendung von diesen Adenosintriphosphorséurepraparaten auch bei 
der enzymatischen Oxydoreduktion ahnliche Differenzen auf. 


Beschreibung der Versuche. 

Garungs- und Reduktionsversuche wurden unter Verwendung 
der hier wblichen Methodik ausgefiihrt. Versuchstemperatur 
immer 30°. 

Als Apozymase kamen teils frisch ausgewaschene Trockenhefe, 
teils stark aktivierte Dauerpriparate zur Verwendung. Bei den 
Girversuchen wurde zur Aufhebung der Induktion immer eine 
kleine Menge Hexosediphosphorsiure zugegeben. 


Versuch I. 
Vergleich der garungsaktivierenden Wirkung bei 2 Priparaten 
von adenosintriphosphorsaurem Ca (Priparat von Dr. Deuticke). 





1) Diese Z. 199, 189 (1931). 
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Zur Priifung kamen 2 Adenosintriphosphorsaurelésungen (als J 
Adps. I und Adps. II bezeichnet), enthaltend pro 1 ccm etwa S Ere 
2mg adenosintriphosphorsaures Ca (Einwage) und 0,65 bzw. — 
0,58 mg P,O; (P-Bestimmung nach Embden). 


2 g Trockenunterhefe wurden ausgewaschen und mit 1 g Glu- 
cose + 1cem 5°/ige Candiolinnatriumlésung + 5cem 10°/jige 
Phosphatlésung suspendiert. px = 6,4. 


Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem) 1 cem dieser 
Hefesuspension. 
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Die zugegebene Adps.-Menge ist bei jeder Kurve in com Lésung angegeben. ' oe ' 
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Der Verlauf des Versuches ist aus Fig. 1 ersichtlich. Hier- P05; 


nach berechnet sich fiir das Priparat Adps. I ACo = 1200 und fir als 21 


das Praparat Adps. II ACo = 3300. i 


hutzte 


Versuch II. 


Priifung derselben Adenosintriphosphorséurepraparate gegen 
ein Apozymasedauerpraparat. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 0,2 g Apo- FF10 c 
zymase + 1 cem folgender Reaktionsmischung: 

2g Glucose + 10cem 10°/,ige Phosphatlésung pp = 64+ BO cx 
2cem 5°/,ige Candiolinnatriumlésung + 7 ecm H,0. ge 
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2 
Be 


3 - Wie aus Fig. 2 ersichtlich ist, stimmt das diesmal erhaltene 
1 — Ergebnis mit dem im vorigen Versuch erhaltenen leidlich iiberein. 
_ - 
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Fig. 2. 
o—-—o Adps. I o— — -—-o Adps. II 


Die zugegebene Adps.-Menge ist bei jeder Kurve in ccm Lisung angegeben. 


bes berechnet sich fiir Préparat Adps. I ACo = 1800 und fiir 
Priparat Adps. II ACo = 8200. 


Versuch III. 


Priifung von adenosintriphosphorsaurem Ba.!) Das Priparat 
ist 2mal als Hg-Salz aus saurer Loésung gefallt, 2mal als Pb-Salz 
aus essigsaurer Loésung und etwa 10mal als Ba-Salz umgefiallt. 
Zu Prifung kam das durch Umsetzung mit K,S0O, erhaltene 
Kaliumsalz. Die Kaliumsalzlésung enthielt pro 1 ccm 1,43 mg 
'P.0;; sie war also in bezug auf Adenosintriphosphorsiure mehr 
els 2mal starker als die vorher benutzten Lésungen von adenosin- 
triphosphorsaurem Ca. 

| Die Garungsaktivierung wurde gegen die in Versuch II be- 
hutzte Apozymase gemessen. Zusammensetzung der Garproben 
vie in Versuch II. 











ar 








en it 
Stunden 2,00 3,75 7,75 








O- #10 cem Apoz. III. . 











0,3 0,4 
05 com ,, IIL. . 0,3 0,4 0,5 
0,25ceem ,, III. . 0,2 0,3 0,3 
+ 0 com ,, IIT.. 0,1 0,1 0,1 


1) Das von Herrn Dr. Lohmann iibersandte Praparat. 
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Eine Co-Zymasewirkung kommt bei diesem Praparat, auch 
unter Verwendung von groBen Konzentrationen, nicht zum Vor. 
schein. Nach gleichzeitig angestellten Versuchen ist die Apo. 
zymase durch gereinigte Hefe-Co-Zymase normal aktivierbar. 


Versuch IV. 


‘s wurde in diesem Versuch die aktivierende Wirkung der 
beiden eben untersuchten Calciumsalze sowie eines dritten Calcium. 
salzes der Adenosintriphosphorsiure (Adps. IV, Embden) gegen 
ein neues Apozymasepriparat gemessen. Die zu_ prifenden 
Lésungen enthalten (durch Einwage) pro 1 ccm 2 mg Ca-Salz. 
Zusammensetzung der Garproben wie in Versuch II. Der Verlaut 
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Stunden ——$< 
Fig. 3. 
o—————o Adps. I o— — —o Adps. II x— — —x Adps, IV 


Die zugegebene Adps.-Menge ist bel jeder Kurve in ccm Lésung angegeben. 





des Versuches ist in Fig. 8 veranschaulicht. Es berechnet sic! 
hieraus fiir Praiparat Adps. I ACo = 1800, fir Praparat Adps. I! 
ACo = 8100 und fiir Priparat Adps. [IV ACo = 2600. 

Von Deuticke!) und von Thunberg?) ist bei der Methylen- 
blaureduktion verschiedener Samenarten eine ausgesprochene be 
schleunigende Wirkung der Adenosintriphosphorsiure festgestel 
worden. Ob die Adenosintriphosphorséure als Donator oder a! 


Aktivator funktioniert, bleibt dabei unentschieden. Bei Redui] 





1) Diese Z. 192, 193 (1930). 
2) Lunds Universitetsirsskrift, 27, Nr. 10 (1931). 
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ch | tionsversuchen mit Apozymase haben wir nun festgestellt, daB 
vr. IE die Adenosintriphosphorsaure teils allein eine gewisse Reduktion 
0. hervorzurufen vermag, teils die Verbrennung der Hexosediphosphor- 
_ siiure aktiviert. 
Versuch V. 
| Hefesuspension: 5g Trockenunterhefe wurden durch Aus- 
ler % waschen mit Wasser von Co-Zymase befreit und in 12,5 cem 
m- § 10°/,iger Phosphatlésung px = 6,4 suspendiert. 
xe. | Methylenblaulésung: 1:2000. Hexosediphosphorsaure: 5°/,ige 
len & Candiolinnatriumlésung. Co-Zymase: pro lecm 3800Co. Die 
alz. | Adenosintriphosphorsiurelésungen enthalten (Einwage) pro 1 cem 
aut 2 mg Calciumsalz. 














1 cem Hefesuspension + 0,5 cem Mb + Entfarbungszeit 
(Min.) 

a ae ae ae ee ae ee Nach 2,5 Stunden 
| stark gefarbt 
(0,2 cem Hexosediphosphorsaure + 0,3 ccm H,O. . . 105 
}0,3ccm Adps.I+0,2com H,O.......... 68 

(,2 cem Hexosediphosphorséure + 0,3 com Adps.I . 30 

0.2 cem Hexosediphosphorsaure -+- 0,3 ccm Co-Zymase ] 


Versuch VI. 


Dieser Versuch zeigt, daB bei den 2 Adenosintriphosphor- 
siurepraéparaten Adps.I und Adps. II zwischen giarungsakti- 
‘vierender und reduktionsaktivierender Wirkung eine gewisse Par- 
ullelitat vorliegt. 

Alle Reagenzien wie im vorigen Versuch. 








Entfarbungszeit 














: F 
1 ccm Hefesuspension + 0,5 cem Mb + (Min.) 
sith — ——— : 
. || ee ae ee Nach 2,5 Stunden 
es stark gefirbt 
).2cem Hexosediphosphorsaure -+ 0,3 cem H,O. . . 125 
vy len .3cem Adps.I+0,2ceom H,O.......... 90 
h 3cem Adps.II+0,2cem HO ......... 27 
6 DED 2 com Hexosediphosphorsaure + 0,3 ccm Adps.I . 34 
>stellif/¥.2 com Hexosediphosphorsaure + 0,3 cem Adps. II . 10 
oy aifge’ ccm Hexosediphosphorsaure + 0,3 cem Co-Zymase 1,5 
eduk: 


Nach den beiden letzten Versuchen scheint die Adenosin- 
mphosphorsiure sowohl Donator- als Aktivatoreigenschaften zu 
esitzen. Ob die Aktivatorwirkung der reinen Adenosintriphosphor- 
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siure zuzuschreiben ist oder etwa einer Beimengung des Praparat; 
von Co-Zymase, 1éBt sich wohl nicht mit Bestimmtheit sagen, 
Die unregelméBige Aktivierung deutet immerhin auf die letzte 
Moglichkeit. Was die Donatorwirkung der Adenosintriphosphor. 
siiure betrifft, liegt es nahe, diese mit der EKigenschaft der Adenosin- 
triphosphorséure in Beziehung zu setzen, in Abwesenheit von 
Hexosediphosphorséure bei der Glucosevergéirung durch Apo. 
zymase + gereinigte Co-Zymase die Induktion aufzuheben. 

Als zusammenfassendes Ergebnis der vorliegenden Unter. 
suchung laBt sich in Bestiétigung der friiheren Versuche aus diesem 
Institut sagen, daB die Co-zymaseahnliche Wirkung der Adenosin. 
triphosphorséure bei verschiedenen Adenosintriphosphorsaure. 
priparaten so unregelmaBig auftritt, daB die Ansicht*) nicht aut. 
rechterhalten werden kann, daf die reine Adenosintriphosphor. 
siure die Vergirung der Glucose zu aktivieren vermag. 


1) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
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Vitamin B,. Pikrolonat-Prismen. Vitamin B;. Pikrolonat-Nadeln. 


Vitamin B,;. Chloraurat. VergréBerung 300 mal. 
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